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5略号一覧
 BSA: bovine serum albumin, ウシ血清アルブミン
 Boc: tert-butyloxycarbonyl, t－ブチロキシカルボニル
 DAG: diacylglycerol, ジアシルグリセロール
 DHBA: 2,5-dihydroxybenzoic acid, 2,5-ジヒドロキシ安息香酸
 E2: estradiol, エストラジオール
 EOG: electro-olfactogram, 嗅電図
 ESP1: exocrine gland-secreting peptide 1
 FCS: fetal calf serum, ウシ胎仔血清
 GPCR: G protein-coupled receptor, G タンパク質共役型受容体
 Gi2: G protein alpha subunit i2, G タンパク質αサブユニット i2
 Go: G protein alpha subunit o, G タンパク質αサブユニット o
 HERS: HEPES buffered Ringer's solution, へペス緩衝リンガー液
 HPLC: high-performance liquid chromatography, 高速液体クロマトグラ
フィー
 HX: hypophysectomized, 脳下垂体除去
 IP3: inositol triphosphate,イノシトール３リン酸
 LNS: lateral nasal sinus, 側鼻腔
 MALDI-TOF MS, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry, マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時
間型質量分析
 MC: main cavity, 主鼻腔
 MCA: 4-methyl-coumaryl-7-amide, 4-メチル-クウマリル-7-アミド
6 MeCN: acetonitrile, アセトニトリル
 OvX: ovariectomized, 卵巣除去
 PBS: phosphate buffered saline, リン酸緩衝生理食塩水
 PC1: prohormone convertase 1, プロホルモンコンヴァターゼ 1
 PC2: prohormone convertase 2, プロホルモンコンヴァターゼ 2
 PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate,フォスファチジルイノシトー
ル・ビスリン酸
 PKC: protein kinase C, プロテインキナーゼC
 PLC: phospholipase C, フォスフォリパーゼC
 PRF: plethodonitid receptivity factor
 PRL: prolactin, プロラクチン
 RIA: radioimmunoassay, 放射免疫測定法
 RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction, 逆転写 PCR
 SCC: standard saline citrate, 標準クエン酸含有生理食塩水
 SDS: sodium dodecyl sulfate, ドデシル硫酸ナトリウム
 SEM: standard error of the mean, 平均値の標準誤差
 TFA: trifluoroacetic acid, トリフルオロ酢酸
 V1R: vomeronasal receptor type 1, １型鋤鼻受容体
 V2R: vomeronasal receptor type 2, 2 型鋤鼻受容体
 [Ca2+]i: intracellular calcium, 細胞内カルシウムイオン濃度
 [M+H]+: protonated molecular ion, プロトン化イオン
 dNTP: deoxy-nucleotide-triphosphates, デオキシヌクレオチド 3リン酸
7第一章
研究の目的と意義
1-1 両生類の繁殖行動とフェロモン
　日本の代表的な有尾両生類であるアカハライモリ (Cynops
pyrrhogaster) の雄は交尾器官を持たず、精子の塊である精胞
(spermatophore：図 1-2)の雌への受け渡しによって体内受精を成立さ
せている点で、体外受精を行う他の両生類、すなわち同じ有尾両生類に
属するサンショウウオ類や、無尾両生類と異なる独特な繁殖形態をもっ
ている。
春と秋の繁殖期間になると性成熟したアカハライモリは水中で生活する
時間が長くなり、この期間雄イモリは同種の他個体へと近付いて行き、
鼻先を相手の総排出口や頸のあたりに触れさせてその雌雄を識別する。
この性識別行動は、頻度は少ないが雌でも見られる。相手が性的に成熟
した雌であれば、雄は前肢で相手を押さえるか、あるいは雌の前に立ち
ふさがり、雌の進路をさえぎる。雄は自分の頸の側面を雌の鼻先に近づ
けるか、あるいは(そういった行動をとらず)雌から離れた位置にいて尾
を付け根から折り曲げて、尾の先を左右に小刻みにふるわせる(尾振り行
動：図 1-1 上)。この尾振り行動中に、雄の総排出口からは多数の中空の
構造をした毛用突起が出てくる。それらは雄の腹部にある肛門腺(腹腺：
図 1-3)へと通じている。雄は尾を振ることによって生ずる水流で腹腺の
分泌物を雌の鼻先に送っており、精胞を受け渡すまでの間雌を引き付け
8る物質が腹腺の分泌物に含まれていると考えられている。
雌が雄の求愛に応じる場合、雄の求愛行動を受けている間に、雌の総排
出口が環状に突出し、雌は鼻の先で雄の頸のところを軽くこづいて応答
する。すると雄は尾振り行動を中止し、雌の先に立って、尾をくねらせ
ながら前進する。雌は雄の後に追従する(図 1-1 下)、この時雌の鼻の先
が雄の尾の側面に接触していることが重要である。接触していない場合
は、また始めから求愛行動をやり直す。雌を伴った雄は立ち止まり、尾
を持ち上げ、精胞を総排出口より放出する。その後、雄はそのまま前進
し、追従する雌の総排出口に精子の詰まった精胞の頭部が付着し、総排
出口の奥へと吸い取られていく。
　以上がアカハライモリに見られる求愛行動の全貌である。この行動様
式から、異性を認識し、一連の求愛行動を誘起させる要因として、化学
物質(フェロモン分子)や接触刺激が重要だと推定される。このようなフ
ェロモン分子の重要性については、性成熟した雌の総排出口をこすりつ
けられた雄が他の雄に求愛されたり、雄の嗅神経を切断したり、ノボカ
インを注射したり、鼻孔をふさぐと雌を認識する能力がそがれるなどの
実験結果より示されている(Toyoda et al., 1995)。
　雄イモリの求愛行動にプロラクチン(PRL)と雄性ホルモンが重要な役割
を持つことは、繁殖期に血中の PRL と雄性ホルモン濃度が上昇すること
から示唆されている(Tanaka and Takikawa, 1983, Matsuda et al.,
1990, Mosconi et al., 1994, Zerani et al., 1991)。PRL と生殖腺刺激
ホルモンの同時投与によって人為的に性成熟させたイモリの雌雄は、繁
殖期と同様に互いの相手の総排出口や頸に鼻をあてる行動を頻繁に起こ
9す(Toyoda et al., 1993)。さらに Toyoda らは、性成熟したイモリが異
性を誘引し、性識別や性成熟度を認識できるようなフェロモンを分泌し
ているかを調べ、雄の飼育水に雌をひきつける効果があることを明らか
にした(Toyoda et al, 1994)。
　フェロモンの合成・分泌器官の候補としては、性成熟に伴って顕著な
性二型的な発達を見せる雄イモリの腹腺と雌イモリの卵管が考えられた。
成熟個体の両器官は、PRL と性ステロイドによって繁殖期に特に発達す
ることが知られている。これらの器官は総排出口に開口しており、特に
腹腺は雌に対する誘引物質の分泌器官の有力候補として古くから注目さ
れてきた。 Cedrini と Fasolo(1971)は、ヨーロッパ産のクシイモリの
仲間(Triturus carnifex)の雌の嗅粘膜に同種雄の腹腺抽出物を作用させ
ると、雌の嗅球に応答が生ずることを電気生理学的に示した。また、ク
シイモリの仲間で雄の腹腺を除去すると、雄の求愛行動に対する雌の反
応が悪くなることが報告されていた(Malacarne et al., 1984)。
 アカハライモリでも雄の腹腺や雌の卵管を除去すると、飼育水の異性に
対する誘引活性が有意に低くなる(Toyoda et al., 1994)。一方、腹腺抽
出物や卵管抽出物には異性に対する誘引活性があり、それらの器官を抽
出した際に有機溶媒画分よりも水溶性画分に誘引活性があることから、
これまで有尾両生類のフェロモン分子の正体であると考えられてきたス
テロイド性分子でない誘引物質が存在すると示唆された。
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図 1-1　アカハライモリの求愛行動
(上) 雄は雌の進路を頸部でふさぎ、尾を折り曲げ、その先を左右に小刻
みに震わせて水流を作り、総排出口付近の水を雌の鼻先に送る。Ｍ
は雄、Ｆは雌。
(下) 雌が応じると、雄は雌の先に立って前進する。雄の尾は絶えず雌の
鼻の先に接している。Ｍは雄、Ｆは雌。
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図 1-2 アカハライモリの精胞
写真では潰れてしまったが、精胞は精子の詰まった頭部と地面に付着す
る柄を持っていて、キノコ状の形で雄の総排出口より放出される。
図 1-3 アカハライモリの肛門腺の模式図
アカハライモリの肛門腺はソデフリンを合成分泌し、古くからフェロモ
ンの合成器官とされてきた二葉性の腹腺(abdominal gland)と精胞の構
成成分をつくる側線(lateral gland)、および骨盤腺(pelvic gland)よりな
る。これらの外分泌線は繁殖期の雄で発達する。
spermatophore
1 mm
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1-2 アカハライモリの性フェロモン、ソデフリン
　性フェロモンの研究は、昆虫において多くの研究が行われ(Butenandt
et al., 1959; Payne et al., 1986; Peter, 1988)、カイコガの性フェロ
モンであるボンビコール(bombykol)をはじめ、フェロモン分子の単離と
構造決定がなされた例も数多くある。しかし、脊椎動物においてはフェ
ロモンが関与すると推定された現象を記載しただけにとどまる例が多く、
フェロモン分子の構造決定まで進んでいる例は少ない(Dulka et al.,
1987; Duvall et al., 1986; Macdonald et al., 1990)。
　両生類においては、先述の通り有尾両生類で性フェロモンの存在が古
くから指摘されており(Dawley, 1984; Evans, 1960; Hanaoka et al.,
1984; Malacarne and Giacoma, 1986; Malacarne and Vellano,
1987)、ヨーロッパ産のクシイモリの仲間で、プロジェステロンやプロ
ジェステロンと糖タンパク質の複合体が雌誘引効果をもつという報告
(Andreoletti et al.,1994; Belvedere et al., 1988)がなされていた。
アカハライモリでもプレグレノロンおよびアンドロステンダイオンが雌
誘引活性を有しているが、このようなステロイド分子が種特異的な雌誘
引効果を持つかどうかは疑問視されている。
　Kikuyama らは雄のアカハライモリの腹腺抽出物中に含まれる非ステ
ロイド性の雌誘引物質の単離、同定を試み、ゲル濾過クロマトグラフィ
ーによって分離した結果、分子量 5,000 以下の低分子画分に雌誘引活性
があることを示した。この画分をプロテナーゼ処理すると活性が消失す
ることから、誘引物質はペプチド性の分子であることが示唆された。更
に、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)により腹腺中の活性物質の単離
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を行なったところ、アカハライモリの雌誘引物質はアミノ酸 10 残基
(Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys)で構成されるペプチドで、
これまでに知られていない物質であることを見いだし(Kikuyama et al.,
1995)、化学的に合成したペプチドでも天然のものと同様に雌誘引活性
があることを確認した。このペプチドは、万葉集に納められた額田王の
歌「茜さす　紫野行き　標野行き　野守りは見ずや　君が袖振る」の「袖
振る」が相手の注意をひきつける所作であることにより、“ソデフリン
(sodefrin)”と命名された。ソデフリンは雄に対しては誘引活性や攻撃
行動を引き起こすような活性を持たないこと(性特異性)、また日本産の
同属他種のシリケンイモリ(C. ensicauda)に対しても誘引活性を持たな
いこと(種特異性)が確かめられた。さらに、合成ソデフリンをウサギに
免疫して得たポリクローナル抗体を用いて、ソデフリンの局在を免疫組
織学的に調べたところ、腹腺内腔の上皮細胞の顆粒にソデフリン抗体陽
性物質の存在が観察された。したがって、ソデフリンは腹腺でつくられ、
その内腔に放出されるものと考えられた。
 Iwata ら(1999)はソデフリンをコードする cDNA 塩基配列のクローニ
ングを行い、189 残基の前駆体タンパク質より翻訳後にプロセッシング
をうけて 10 残基のペプチド性フェロモンが生成されることを示した(図
1-4)。
 ソデフリンは脊椎動物で同定された初めてのペプチド性のフェロモンで
あり、両生類で初めての性フェロモンである。ソデフリンの発見の後、
両生類で４種類のタンパク質・ペプチド性フェロモンが同定され、さら
に近年では哺乳類（マウス）でも性フェロモンと考えられる 65 アミノ
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酸残基よりなるポリペプチド、exocrine gland-secreting peptide
1(ESP1)が雄の眼窩外涙腺より同定された(Kimoto et al., 2005)(表 1-
1)。
ソデフリンより後に両生類で発見された４つのペプチド性フェロモンの
うち１つは南西諸島に生息するアカハライモリと同属のシリケンイモリ
(C. ensicauda)から同定されたソデフリンに相同なペプチドで、その N
末端のアミノ酸 3 残基が一文字略号で「SIL」であることからシリフリン
(silefrin; Ser-Ile-Leu-Ser-Lys-Asp-Ala-Gln-Leu-Lys)と命名されたもの
であり、同じ Cynops 属のイモリでも種特異性を示す、異なるフェロモ
ン分子を持っていることが示された(Yamamoto et al., 2000)。残り３
つの両生類ペプチドフェロモンうちの一つは、アカハライモリやシリケ
ンイモリと同じ有尾両生類である北米産の陸生サンショウウオ類
(Plethodon jordani) の 雄 の 顎 部 の 外 分 泌 腺 よ り 分 泌 さ れ る
plethodonitid receptivity factor(PRF) であり、求愛行動における雌の
感受性を増加させ働きがある(Rollmann et al., 1999)。この PRFはサイ
トカインであるインターロイキン６と相同性を示す 22 kDa のタンパク
質である。残り二つは無尾両生類の皮膚腺から分泌されるペプチドであ
る。一つはオーストラリア産のアマガエル科の仲間(Litoria splendida)
の雄の皮膚腺より分泌されるスプレンディフェリン(splendipherin)であ
り、２５アミノ酸残基よりなるペプチド性のフェロモンで、繁殖期に分
泌され雌を引き付ける効果をもつ(Wabnitz et al., 1999, 2000)。もう
一つは中米に生息するカメガエル科の仲間(Leptodactylus fallax)の雄の
皮膚腺より分泌され、雄同士の攻撃行動を誘発する leptodactylus
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aggression-stimulating peptide(LASP)である(King et al., 2005)。
　有尾両生類の生殖行動は様々なホルモンにより調節されているが、特
に PRL は様々な場面で求愛行動に関与することが知られている。このホ
ルモンは繁殖行動の場である水中への移動を誘発し(Chadwick, 1941)、
また繁殖期の雄にみられる尾ひれの発達を促す(Singhas and Dent,
1975; Vellano et al., 1970)。この尾ひれの発達は、肛門腺の周りのフ
ェロモンを含んだ水を雌の鼻先へ送る際に水流を効率よく作り出すこと
に役立っていると考えられる。さらに PRL は肛門腺の発達を引き起こす
ことが分かっている(Kikuyama et al., 1975; Noris et al., 1989)。アカ
ハライモリの肛門腺にはソデフリンを合成し、分泌する腹腺と、雄が放
出する精包の構成成分を合成分泌する側腺、骨盤腺から構成されていて
(図 1-3)、腹腺中のソデフリン量およびその mRNA の発現量も PRL と
雄性ホルモンによって上昇する(Iwata et al., 2000; Yamamoto et al.,
1996)。また、PRL はエストロジェンとともに作用すると卵の周りを保
護するジェリー状物質の分泌器官である雌イモリの卵管を発達させる
(Kikuyama et al., 1986)。さらに PRL 投与により有尾両生類の生殖行
動そのものが誘発されることが示唆されている(Kikuyama et al., 1980;
Malacarne et al., 1982; Toyoda et al., 1993)。
　精巣除去により雄の求愛行動がみられなくなること、また精巣を除去
した雄に雄性ホルモンを投与すると再び求愛行動が発現することなどか
ら、雄性ホルモンが有尾両生類の求愛行動に重要な働きを持っていると
考えられている(Andreoletti et al., 1983; Deviche and Moore, 1988;
Moore, 1978; 1987)。他に求愛行動に関与するホルモンとして、アル
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ギニンヴァソトシンがあげられる。このホルモンはアカハライモリや北
米産のカリフォルニアイモリ(Taricha granulosa)の性行動の頻度を高め
るという報告がある(Toyoda et al., 2003; Moore, 1978; Moore and
Zoller, 1979)。
　以上のように、ソデフリンの合成・分泌および求愛行動の発現のホル
モンによる調節機構が明らかになされる一方で、非繁殖期の腹腺からは
ソデフリンの C 末端側の 3 アミノ酸残基(Ile-Ser-Ala)の前駆体配列が切
断されていないアミノ酸 13 残基のペプチド(sodefrin.ISA; Ser-Ile-Pro-
Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys-Ile-Ser-Ala)と、ソデフリンの 10 残基目
のリジンがアスパラギンに置換され、C 末端側３残基が切断されていな
いヴァリアントペプチド([Asn10]sodefrin.ISA; Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-
Asp-Ala-Leu-Leu-Asn-Ile-Ser-Ala)が精製された(Iwata et al., 2004)。
これらのペプチドを化学合成し、フェロモンとして機能するかを調べた
ところ、二つのペプチドは雌誘引活性を示さないことが分った。このこ
とからソデフリンにはアミノ酸置換体(ヴァリアントペプチド)が存在し、
ソデフリンの雌誘引活性の発現にはアミノ酸 10 残基のペプチドとして
翻訳後にプロセッシングを受ける必要があることが分かった。
　脊椎動物のフェロモンの受容に関して、オポッサムやげっ歯類を中心
としたこれまでの研究から、いわゆる「匂い」とよばれる嗅覚物質の情
報処理が主嗅覚系で行われるのに対して、フェロモンの受容・処理は鋤
鼻系(副嗅覚系)で行われていると言われている(Halpern M and
Martinez-Marcos, 2003)。ただし、ブタやその他の家畜動物での実験
では外科用セメントで鋤鼻器を塞いでしまっても活性を示すフェロモン
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が存在することが明らかになっており(Dorries et al., 1997)、すべての
脊椎動物で主嗅覚系と副嗅覚系が完全に乖離されているとは言えない。
　フェロモンを受容する分子の候補因子として Dulac と Axel(1995)は
げっ歯類の鋤鼻器特異的に発現する G タンパク質共役型受容体(GPCR)
遺伝子である１型鋤鼻受容体(V1R)遺伝子のクローニングに成功した。
この受容体遺伝子は N 末端側の細胞外ドメインが短いロドプシンタイプ
の受容体で、匂い受容体遺伝子とはホモロジーがないが、多重遺伝子群
を形成し、マウスでは 180 個を超える遺伝子が存在すると考えられてい
る。V1R はウシ、ヤギ、イヌやヒトにも存在が確認されているが、その
構成遺伝子の相同性はマウスとラットの間でさえ大きな差異が見られる
(Lane et al., 2002)。
　一方、鋤鼻上皮では G タンパク質αサブユニット i2(Gi2)および G タ
ンパク質αサブユニット o(Go)とよばれる２種の G タンパク質の存在が
知られていた(Berghard and Buck, 1996)。このうち、V1R は上皮の
上層にある Gi2 と共役していたことから、下層に存在する Go と共役す
る受容体の探索が行われ、奇しくも３つのグループによってほぼ同時に
新たな鋤鼻受容体のファミリー(２型鋤鼻受容体(V2R))が発見された
(Herrada and Dulac, 1997, Matsunami and Back, 1997, Ryba and
Tirindelli, 1997)。V2R も多重遺伝子であり、代謝型グルタミン酸受容
体、およびカルシウム感知受容体と相同性があるが、V1R とは相同性を
持たない。V2R の構造の特徴はリガンドと結合すると考えられている N
末端側の細胞外ドメインが非常に長いこと、V1R 受容体にはイントロン
が含まれないが、V2R にはコーディング領域にイントロンが存在するこ
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となどの違いがある。V2R は、V1R の発現の確認されていない魚類をは
じめとした様々な脊椎動物で広く存在しており(Cao et al.,1998)、両生
類のアフリカツメガエルにおいても近年 V2R の存在が確認された
(Hagino-Yamagishi et al., 2004)。
げっ歯類では、これら二つの鋤鼻受容体は鋤鼻上皮での局在が分かれて
いるばかりでなく、受容体を発現する感覚神経の軸索の投射位置も V1R
を発現する神経細胞の場合は、副嗅球の前方であり、V2R を発現する神
経細胞の場合は副嗅球の後方である(Belluscio et al., 1999, Rodriguez
et al.,1999, Del Punta et al., 2002)。また、受容する物質の種類や引
き起こされる行動にも違いがあると推測されている(Brennan et
al.,1999)。
　イモリのフェロモン分子の受容・応答については、鼻孔を塞いだ雌イ
モリはソデフリンに誘引されないことからソデフリンの受容が嗅覚系で
行われていることが明らかになっている他に、性的に成熟した雌イモリ
のソデフリン投与時の嗅電位測定を行った結果、主に側鼻腔(lateral nasal
sinus; LNS)がソデフリンに反応することが示された(Toyoda et al.,
1999)。LNS は主鼻腔(MC)の外側に位置し、他の四足動物のフェロモン
受容器と考えられている鋤鼻器(副鼻腔)にあたるもので(Eisthen et al.,
1991)、感覚上皮を形成する微絨毛細胞を備えている。
以上のことよりソデフリンの受容は雌の鋤鼻器に相当する鼻腔外側部の
感覚細胞で起こると考えられたが、ソデフリン受容体分子については分
かっていない。また、ソデフリン受容細胞内でのシグナル伝達経路は分
かっていなかった。
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図 1-4 ソデフリン前駆体の cDNA 配列と予測されるアミノ酸配列
網掛け部は成熟型ソデフリンのアミノ酸 10 残基を示す。下線はポリア
デニレーションシグナル(AATAAA)を示す。
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1-3 本研究の目的と概要
　本研究の目的はソデフリンの受容応答の機序およびソデフリンとその
ヴァリアントペプチドフェロモンの構造的、機能的相違および生成機序
を明らかにすることでイモリの求愛行動の機構を分子レベルで理解する
ことにある。
　第２章ではソデフリンの受容機序について述べる。解離した LNS の上
皮の特定の細胞でソデフリンに応答して細胞内カルシウムイオン濃度
([Ca2+]i)の上昇がみられることから、Ca2+が情報伝達物質の一員である
ことが示唆された。Ca2+をセカンドメッセンジャーとする情報伝達系の
諸因子に対する阻害薬を用いて、ソデフリンに対する LNS の細胞の応答
性がどのように変化するかを調べ、フェロモンの情報伝達機構について
解析した。その結果、少なくとも２つのシグナル伝達経路が存在すると
考えられた。１つはリガンドの結合によりソデフリン受容体が受容した
信号は三量体Gタンパク質を介して phospholipase C (PLC)の活性化、
phosphatidylinositol 4,5-bis-phosphate　(PIP2)を加水分解して inositol
triphosphate (IP3) が産生され、IP3は小胞体膜上の IP3 受容体に結合し
て Ca2+ を放出するという経路である。もう一方は、活性化した PLC が
PIP2 を加水分解した際に IP3 と同時に産生される diacylglycerol(DAG)
が protein kinase C(PKC)へ結合しこれを活性化し、PKC が細胞膜上の
Ca2+チャネルを開き細胞内Ca2+濃度が上昇するという経路である。
　第３章では地域個体群間でのソデフリンとそのヴァリアント mRNA の
発現について述べている。ソデフリン特異プライマーを用いた逆転写
PCR(RT-PCR)法によって、日本国内３地域(千葉・新潟・奈良)から採集
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したアカハライモリ個体ごとの腹腺に発現するソデフリンとそのヴァリ
アントをコードするｃＤＮＡ断片を得た。得られた各クローンの塩基配
列を解析することで、各個体に発現しているヴァリアントの種類と比率
について調べたところ、１個体の腹腺中で複数のヴァリアント前駆体
mRNA が発現しており、部分配列の異なる延べ 23 クローンが確認され
た。ソデフリンが全ての地域の全個体で発現している一方で、ヴァリア
ントの発現パターンは３地域で異なっており、特に奈良産イモリの腹腺
からはソデフリンの８番目のロイシンがヴァリンに置換されているヴァ
リアント([Val8]sodefrin; Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Val-Leu-Lys)を
コードする mRNA の発現が検出された。このヴァリアント遺伝子は他の
２地域では検出されず、奈良産イモリに特異的に発現していることがわ
かった。
　第４章ではソデフリンとそのヴァリアントペプチドの精製とヴァリア
ントペプチドをコードする mRNA について述べている。奈良県産のアカ
ハライモリ６０個体分の腹腺から水溶成分子を水抽出し、Sep-Pak C18
カートリッジに通し、吸着成分を溶出後ゲル濾過クロマトグラフィー、
逆相クロマトグラフィーにより合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の
溶出パターンを指標にして２つのペプチドを精製し、N 末端アミノ酸配
列解析法によってペプチドの同定を行ったところ、奈良産イモリの腹腺
にはソデフリンおよび[Val8]sodefrin の両者が成熟ペプチドとして存在
していることが明らかになった。また、奈良産イモリの腹腺より cDNA
ライブラリーを作成し、ソデフリン前駆体をコードする cDNA をプロー
ブとして奈良産イモリ腹腺 cDNA ライブラリーから[Val8]sodefrin をコ
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ードする全長 cDNA を単離し、塩基配列を解析したところソデフリンと
同様 189 残基のアミノ酸より成り、[Val8]sodefrin のアミノ酸配列をそ
のＣ末端近くにもつ前駆体タンパク質をコードしていることがわかった。
　第５章では奈良産イモリの腹腺より単離同定された地域特異的ソデフ
リンヴァリアントのフェロモンとしての機能、雌誘引活性について述べ
ている。奈良産イモリの腹腺から精製、その前駆体 mRNA が特異的に検
出された[Val8]sodefrin がフェロモンとしての活性を有しているかを調
べるために、豊田ら(1994)の測定法に従い、合成[Val8]sodefrin の雌誘
引活性を測定した。その結果、ソデフリンは全ての地域の雌に対して誘
引活性を有しているが、奈良産イモリ特異ヴァリアント [Val8]sodefrin
は奈良産の雌に対してのみ、雌誘引活性を示し、千葉や新潟の雌に対し
ては誘引活性を示さないか、奈良産イモリに対する有効量の 10 倍量以
上を必要とすることが明らかになった。
　第６章ではソデフリンを前駆体から生成する酵素の存在と性質に対し
て述べる。活性型のアミノ酸 10 残基の成熟ソデフリンを前駆体タンパ
ク質より生成する酵素が腹腺内に存在していることを確かめるために、
前駆体のアミノ酸配列より予測した成熟ペプチドの両側の切断部位の N
末側のアミノ酸配列(Leu-Gly-Arg: LGR、および Leu-Leu-Lys: LLK)を
認識するプロテアーゼの活性について、結合したペプチドが切断される
ことで蛍光度が変化する MCA(peptidil-4-methyl-coumaryl-7-amide)
の結合したペプチド(Boc(tert-butyloxycarbonyl)-LGR-MCA、および
Boc-LLK-MCA)を基質として用いて調べた。その結果、腹腺抽出液は両
基質に対して高い分解活性を有していたが、煮沸した腹腺抽出液、プロ
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テアーゼ阻害剤を抽出液に加えたときには基質の分解活性は無くなった。
また、性的に発達した雄イモリからとった腹腺と、未発達な個体の腹腺
の抽出液のタンパク量あたりのプロセッシング酵素活性を調べたところ、
両基質に対する腹腺抽出液の分解活性は、性的に発達した個体で有意に
高いことが分かった。反応液に様々なクラスプロテアーゼに対する阻害
薬を加え、基質の切断を阻害する物質について調べたところ、両基質と
もセリンプロテアーゼに対する阻害薬によって酵素活性が阻害された。
このことから、この酵素はセリンプロテアーゼファミリーに属するもの
と推定された。この酵素活性の至適条件は Boc-LGR-MCA および Boc-
LLK-MCA ともに pH9.0、40˚Cであった。
　第７章では本研究により得られた結論、現在進行中の実験の結果並び
に今後の展望について述べている。本研究によりソデフリンの受容に関
してそのシグナル伝達経路を調べ２つの経路の存在を示唆した。また、
ソデフリンの生成に関して、1 個体の腹腺に複数のヴァリアントの前駆
体 mRNA が発現し、奈良特異的にみられた[Val8]sodefrin は、精製を行
ってその生物活性を調べたところ、奈良産の雌に対してのみソデフリン
と同等以上の活性を有していること、前駆体からソデフリンおよびその
ヴァリアントを切り出すプロセッシング酵素の活性が腹腺抽出液にある
ことを見出した。今後の課題としてはソデフリン受容体分子の同定、ソ
デフリンを前駆体より生成させるプロセッシング酵素の同定とフェロモ
ンの生成機構の解明が挙げられる。
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第二章
ソデフリンの受容機序
2-1 序論
　Cynops 属と Triturus 属のイモリでは、繁殖期の雄が尾をふることに
より性的に成熟した雌の吻へ総排出口の周りの水を送ることと、その時
に腹部肛門腺(腹腺)から続く管が総排出口より突出していることから、
雄イモリが雌を引き付ける性フェロモンは腹腺より放出され、雌の鼻で
受容されていると言われてきた。事実、クシイモリの仲間(T. cristatus)
とアカハライモリ(C. pyrrhogaster)では腹腺を除去された雄は除去され
ていない雄と比べ雌に対する誘引活性が低下し(Malacarne et al., 1984,
Toyoda et al., 1994)、またクシイモリの雌の嗅粘膜の電気応答が腹腺
抽出物を投与することにより強まることが報告されている(Cedrini and
Fasolo, 1971)。雄イモリの腹腺から分泌され雌の嗅覚系に作用する雌
誘引活性物質の正体は、アカハライモリの腹腺より単離同定され、ソデ
フリン(sodefrin)と命名された。(Kikuyama et al. 1995)。ソデフリン
は他の既知ペプチドとは相同性を持たない新規のアミノ酸 10 残基(Ser-
Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys)よりなるペプチドであった。こ
のフェロモンの雌の嗅覚系における受容機序を明らかにすることが本章
の目的である。一般に陸棲の脊椎動物でフェロモンは鋤鼻器とよばれる
嗅覚上皮の感覚神経で受容され、その情報は鋤鼻嗅覚系(副嗅覚系)を介
して副嗅球に投射され扁桃核を経由して視床下部に伝達されると考えら
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れている。哺乳類では主嗅覚器官の嗅上皮は鼻腔の後部に位置するが鋤
鼻器官は前部の隔壁の内部に存在する。フェロモンがどのようにして鋤
鼻器官で認識され、その情報が脳に伝えられるのかは長い間疑問であっ
た。Dulac と Axel(1995)は鋤鼻器官において特異的な受容体が発現して
いて、個々の感覚神経細胞がそれぞれ異なった受容体を発現しているで
あろうという２つの仮定のもと、単離した１個の鋤鼻器官神経細胞から
mRNA を抽出し、逆転写 PCR(RT-PCR)により cDNA ライブラリーを
作製し、ディファレンシャルスクリーニング法により１型鋤鼻受容体
(V1R)とよばれる新規の膜７回貫通型の G タンパク質供役型受容体
(GPCR)cDNA のクローニングに成功し、後にもう一種、細胞外領域(N
末端側)が V1R より長い２型鋤鼻受容体(V2R)とよばれるやはり新規受
容体遺伝子群が存在することが明になった(Herrada and Dulac, 1997,
Matsunami and Back, 1997, Ryba and Tirindelli, 1997)。これらの
新規受容体郡はグルタミン酸受容体スーパーファミリーに属し、現在で
は約１００種以上の受容体 cDNA が見つかっている。しかし現在の段階
ではこれら cDNA は何れも結合するリガンド、すなわち生理作用の明ら
かになったフェロモン分子が同定されておらずフェロモン受容体候補遺
伝子にすぎない。
　アカハライモリの嗅覚系は哺乳動物とは異なり、嗅上皮と鋤鼻上皮が
明確に乖離されていないが、図 2-1 に示す側鼻腔(LNS)付近に存在する
上皮細胞は哺乳動物の鋤鼻器官の上皮細胞の特徴である微絨毛
(microvillus)をもつことからこの付近が鋤鼻器官に相当するのではない
かと言われてきた(Eisthen et al., 1991)。また主鼻腔(MC)に存在する上
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皮は嗅上皮細胞特有の繊毛(cilia)をもつ細胞が多数存在するが、微絨毛を
もつ細胞も点在する。このようにイモリの嗅覚系は主に匂いを受容する
嗅上皮とフェロモン分子を識別する鋤鼻上皮が混在する。実際に嗅電図
(electro-olfactogram: EOG)を記録するとアカハライモリの鼻上皮細胞
にソデフリンを作用させると LNS 付近の上皮細胞に強い電気応答がみら
れるが、MC に存在する上皮細胞にも微弱な電気応答が観察された。こ
のことからソデフリン受容細胞は LNS 付近の上皮細胞に多く分布するが
MC の上皮細胞にも少数ながら広く分布していることが示唆される
(Toyoda et al., 1999)。
　またリガンドが受容細胞にその情報を伝えるためには細胞外からのシ
グナルを細胞内で伝達するシステムが必要である。Ca2+は細胞内の情報
伝達系の中で普遍的なシグナル物質として働くことが知られており、げ
っ歯類 (Holy et al., 2000; Zufall and Munger 2001; Spher et al.,
2002)やガーターヘビ(Cinelli et al., 2002)の鋤鼻器官にはそれぞれ尿や
餌生物の匂いに反応して細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)を上昇させる細胞が存
在することが知られている。
また、哺乳動物の嗅覚系の情報伝達には G タンパク質が関与しているこ
とが示唆されていて、嗅上皮には嗅覚系特異的 G タンパク質(Golf)が存
在しアデニル酸シクラーゼ、サイクリックヌクレオチド感受性イオンチ
ャネルなどの情報伝達に関わる因子が検出されており、リガンド分子が
受容体に結合すると受容細胞で[Ca2+]i が上昇する例が知られている。鋤
鼻器官では嗅上皮細胞に発現している因子は同定されておらず、上層に
G タンパク質αサブユニット i2(Gi2)、基底部では G タンパク質αサブ
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ユニット o(Go)が発現していることが報告されているがその情報伝達機
構は明らかになっていない。ソデフリン受容の情報伝達でも G タンパク
質が関与していることが考えられ、カルシウムイオンがその役割の一端
を担っている可能性がある。
本章では、LNS 付近の上皮細胞中にあるソデフリンに応答して細胞内の
カルシウムイオン濃度を上昇させる細胞の、ソデフリン受容から細胞内
のカルシウムイオン濃度が上昇するまでのシグナル伝達系について、そ
の受容応答機序について述べる。
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図 2-1. アカハライモリの側鼻腔(lateral nasal sinus; LNS)
アカハライモリの嗅覚系は哺乳動物とは異なり、嗅上皮と鋤鼻上皮が明
確に区別されないが、LNS付近の細胞は鋤鼻上皮と良く似た構造を示し、
ソデフリンに対する電気生理学的応答も観察される。
Toyoda et al., 1999 より改変
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2-2 材料と方法
 2-2-1 動物
  Aquatic Animal Supply(埼玉県三郷市)より千葉産のアカハライモリ
の成体を購入、もしくは新潟県でアカハライモリの成体を採集した。室
温 22˚C、12L:12D の光条件下で飼育し、餌としてユスリカ(Chironomus
yoshimatsui)の幼生(アカムシ)を与えた。本実験は早稲田大学動物実験
運営委員会の承認を受けた。
 2-2-2 イモリ嗅上皮細胞の解離
　3 匹の雌アカハライモリを断頭し眼球の手前で吻を切断した。上顎を
実体顕微鏡下で鼻中核を切除し LNS 付近の嗅上皮を摘出した。HEPES
buffered Ringer's solution (HBRS: 95 mM NaCl, 1 mM, NaHCO3, 0.5
mM NaHPO4, 1 mM Na-pyruvate, 1.5 mM KCl, 0.5 mM MgCl2, 0.5
mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2, 16 mM Glucose, 2mM HEPES, (pH7.4))
で組織を洗浄後、Mg2+, Ca2+を除いたHBRS に 1 mg/ml collagenase
(Sigma)を加え 35˚C で 4 分間振盪した。1000 µl のマイクロピペット
を用いて 30 回フラッシングを行い、40 µm のナイロンフィルター(Cell
strainer; Falcon)を用いて濾過した。ろ液を 700 rpm にて 5 分間 4˚C
で遠心した。上清を取り除き３個体分の LNS の細胞を 30 µl の HBRS
に懸濁した。
 2-2-3 カヴァーグラスのコーティング
　30 x 30 mm のカヴァーグラス(Matsunami)を一晩 100%エタノール
で脱脂し、0.1%の concanavalin A (Sigma)で 20 分コーティングした
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後、３回蒸留水で洗浄した。
 2-2-4 Fura-2 AMのローディング
　カヴァーグラス上に 10 µl(アカハライモリ一匹分)の細胞懸濁液をのせ、
1 µl の loading solution (40 µM fura-2 AM (同人化学), 50% ウシ胎仔
血清(FCS), 50% HBRS)を懸濁液に上乗せし、遮光したモイスチャーボ
ックス内で １時間 4˚Cでローディングした。
 2-2-5 細胞内カルシウム濃度の測定
　細胞内カルシウムイオン濃度([Ca2+]i)の測定は浜松ホトニクス社製の
Augus-50, AQUA COSMOS/RATIO Ca2+-イメージングシステムを接
続した倒立蛍光顕微鏡(TE300; Leica)を用いて行った。細胞の状態を顕
微鏡で確認後、HBRS で灌流を開始した。[Ca2+]i が安定した後、ソデフ
リン溶液や各種阻害薬の灌流を開始した。
 2-2-6 シグナル伝達経路の推測
　fura-2 AMをローディングした解離イモリ LNS上皮細胞でCa2+-イメ
ージング法を用いて[Ca2+]i の測定をした。既知の Ca2+を介するシグナル
伝達経路の構成因子の阻害薬を加えることでソデフリンの受容シグナル
伝達経路に関わっている因子の同定を行いソデフリンの受容機構を推測
した。ソデフリンおよび阻害薬の細胞への投与は漢流によって行い、阻
害薬を５分反応させた細胞が阻害薬の存在下で[Ca2+]i の上昇がみられる
かを調べた。
まず、phospholipase C(PLC) 阻害薬の 10-5　M U73122、小胞体膜上
の Ca2+ポンプの阻害薬の 10-6　M thapsigargin および protein kinase
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C(PKC)の阻害薬である 10-7　M calphostin C が 10-8　M ソデフリンに
対する LNSの細胞の反応性に及ぼす効果を調べた。
　さらに細胞膜上の Ca2+チャネルの阻害薬の影響を調べた。T-タイプの
Ca2+チャネル阻害薬である 10-6　M mibefradill、N-タイプの Ca2+チャ
ネル阻害薬である 10-6　M ω-conotoxin GVIA および L-タイプの Ca2+
チャネル阻害薬である 10-6　M nimodepine の 10-8　M ソデフリンに対
する LNSの細胞の反応性に及ぼす効果を調べた。
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2-3 実験結果
 2-3-1 細胞内カルシウム濃度の測定
　雌イモリの LNS 上皮細胞を酵素処理により解離し fura-2 AM を用い
て、ソデフリン応答時の細胞内カルシウムイオン濃度の測定を行った。
10-8 M ソデフリンを解離細胞群に作用させると一部(約 1%)の細胞で
[Ca2+]i 上昇が観察された(図 2-2)。また、解離した LNS の細胞中でのソ
デフリン反応細胞の比率は雄の細胞や非繁殖期の雌の細胞では非常に少
なく、LNS の細胞のソデフリンへの応答細胞数は性別と性的発達度依存
的であり(図 2-3 左)、脳下垂体・卵巣除去イモリではエストラジオール(E2)
とプロラクチン(PRL)を補うとソデフリンに対する細胞の応答性が維持さ
れたが、生理食塩水を注射した群ではソデフリンに対する LNS 細胞の応
答性が消失していた(図 2-3 右)。また、ソデフリン反応細胞数はソデフ
リン濃度に依存して増加した(図 2-4)。
 2-3-2 シグナル伝達経路の推測
　ソデフリン応答にはカルシウムが情報伝達物質の一部であることが示
唆されたので、カルシウムイオンをセカンドメッセンジャーとする情報
伝達系の阻害剤を用いてソデフリンに対する細胞の応答性を調べ、フェ
ロモン情報伝達系の機構について調べた結果、PLC 阻害薬の 10-5　M
U73122 はすべてのソデフリン反応細胞の反応性を阻害した(図 2-5)。
一方で、小胞体の Ca2+ポンプの阻害剤の 10-6　M thapsigargin では一
部の細胞でソデフリンに対する LNS の細胞の反応性を阻害したが(図 2-
6 A)、ソデフリンに反応する別の細胞では影響を与えなかった(図 2-6 B)。
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同様に、PKC の阻害薬の 10-7　M calphostin C では一部の細胞でソデ
フリンに対する LNS の細胞の反応性を阻害したが(図 2-7 A)、ソデフリ
ンに反応する別の細胞では影響を与えなかった(図 2-7 B)。
　以上をまとめると図 2-8 のようになり、PLC は全てのソデフリン受容
経路に関わるが、小胞体からのポンプを通したカルシウム流入はするも
のとしないものがあり、また PKC を介して細胞内カルシウム濃度を上昇
させるものとそうでないもの、少なくとも２つのシグナル伝達経路が存
在することが明らかになった。
　さらに細胞外から Ca2+を流入させる細胞膜の Ca2+チャネルの阻害剤
の影響を調べた結果。L-タイプの Ca2+チャネル阻害薬である 10-6　M
nimodepine を作用させた場合のソデフリンに対する LNS の細胞の反応
性が消失する細胞があることが明らかになった(図 2-9)。
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図 2-2 ソデフリンに対する鋤鼻上皮細胞の特異的応答性
(上) 解離した雌イモリの LNS の細胞に fura-2 AM を取り込ませてか
らソデフリンを作用させると、ソデフリンに対して特異的に[Ca2+]i
レベルを上昇させる細胞がおよそ１%みられる。
(下) この反応はソデフリン特異的でソデフリンに反応する細胞はシリ
ケンイモリ(C. ensicauda)の性フェロモンであるシリフリンを作
用させても[Ca2+]iレベルは上昇しない。
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図2-3　雌雄、性成熟度によるソデフリン受容性の違いとプロラク
チンおよびエストロジェンの影響
(左) 解離したLNSの細胞中でのソデフリン反応細胞数は性成熟した雌の
細胞(1)では多く、非繁殖期の雌の細胞(2)や生成熟した雄の細胞(3)
では非常に少なく、LNSの細胞のソデフリンへの応答細胞数は性別
と性的発達度依存的である。
(右) 脳下垂体および卵巣を除去したイモリにプロラクチン(PRL)とエス
トロジェン(E2)を投与するとソデフリンに対するLNSの細胞の応答
性は維持されるが、両器官を除去後に生理食塩水を投与したもので
は反応性が消失した。
]
図2-4　ソデフリン濃度に依存する反応細胞数
ソデフリン反応細胞数はソデフリン濃度に依存して増加するが、10-16 M
のソデフリン濃度では反応細胞は見られない。
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図 2-5　phospholipase C の阻害薬の LNS の細胞のソデフリン応
答への影響
PLC を阻害する 10-5M U73122 存在下で、ソデフリン受容細胞のソデ
フリンへの応答性は見られない。
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図2-6　小胞体のCa2+ポンプ阻害薬のLNSの細胞のソデフリン応答
への影響
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図2-7　protein kinase C(PKC)阻害薬のLNSの細胞のソデフリン
応答への影響
(A) 一部の細胞では、PKC の阻害薬、calphostin C の投与で細胞のソ
デフリンへの反応性が失われた。
(B) 別のソデフリン応答細胞では, calphostin C はソデフリンへの反
応性を阻害しなかった。
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図 2-8　シグナル伝達系の阻害薬がソデフリン応答に対する影響
LNS の細胞のソデフリンへの応答は PLC 阻害薬の U-73122 によって
完全に阻害され、小胞体の Ca2+ ポンプの阻害薬 thapsigargin の存在下
では一部の細胞の応答性が阻害されることが分かった。同様に、PKC の
阻害薬の calphostin C 存在下でも一部の細胞の応答性が阻害された。そ
れ故に ソデフリン応答細胞には異なるシグナル伝達経路を有する少なく
とも２つの種類があると示唆された。
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図 2-9 T-タイプ、N-タイプのCa2+チャネル阻害薬、 mibefradill(A)、
ω-conotoxin GVIA(B)は LNS の細胞のソデフリン応答に影響を及
ぼさなかったが、L-タイプのCa2+チャネル阻害薬、nimodepine(C)
ではソデフリンの応答を阻害した。
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2-4 考察
　鋤鼻上皮は他個体から放出されて繁殖行動や社会行動に関わるフェロ
モン分子の受容を担う器官であると考えられてきた(Keverne, 1999;
Pantages and Dulac, 2000; Sam et al., 2001)。実際アカハライモリ
の性フェロモンであるソデフリンに反応する細胞が雌イモリの鋤鼻器に
相当する LNS の上皮細胞に見られた。この応答性は性成熟した雌で最も
高く解離させた LNS の上皮細胞の約 1%の細胞が 10-8 M のソデフリン
に応答して[Ca2+]i レベルを上昇させるが、性的に未発達の雌や性成熟し
た雄では反応細胞数は低かった。また、卵巣および脳下垂体を除去した
雌イモリでは生理食塩水を投与した場合、ソデフリンに対する LNS の細
胞の応答が消失したのに対して、PRL と E2を腹腔内投与によって補うと
ソデフリンに対する応答が維持されることから、ソデフリンに対するLNS
の細胞の応答性は上記２種のホルモンによって調節されていると考えら
れる。また、雌イモリを誘引する最少ソデフリン濃度は 10-13 M から 10-12
M(Kikuyama et al., 1995)と見積もられ、LNSの EOGの反応も 10-13 M
のソデフリンから観察されることから、LNS 上皮の細胞の約 0.7%の細
胞が[Ca2+]i レベルを上昇させると雌の誘引活性が発現するものと推測さ
れる。
　シグナル伝達経路を構成する様々な因子の阻害薬を加えてソデフリン
に対する LNS の細胞の応答性を調べた結果より、ソデフリンのシグナル
伝達経路は少なくとも２つの経路があると考えられた。
一方は図 2-10 A に示すように、リガンドの結合によりソデフリン受容
体が受容した信号が三量体 G タンパク質を介して PLC を活性化、
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phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate(PIP2)を加水分解して inositol
triphosphate (IP3) が産生され、IP3は小胞体膜上の IP3 受容体に結合し
て小胞体内のCa2+を放出するという経路である。
鋤鼻上皮細胞の尿のフェロモン刺激に対する細胞膜電位の変化(脱分極)
に PLC が関与しているということは哺乳類を用いた実験からも報告され
ており(Holy et al., 2000, Leinders-Zufall et al., 2000, Spehr et al.,
2002)、また、IP3 がフェロモンの受容に関与しているという報告は様々
な動物で示されている。(Kroner et al., 1996; Wang et al., 1997;
Wekesa and Anholt, 1997; Inamura et al., 1997a, b; Taniguchi et al.,
2000; Cinelli et al., 2002)
　推測されたもう一方のソデフリン伝達経路は図2-10 Bに示すように、
活性化した PLC が PIP2 を加水分解した際に IP3 と同時に産生される
diacylglycerol(DAG)が protein kinase C(PKC)に結合してこれを活性
化。PKC が細胞膜上の L タイプの Ca2+チャネルを開き細胞内の Ca2+濃
度が上昇するという経路である。PKC と DAG が L タイプの Ca2+チャネ
ルを開き[Ca2+]i レベルを上昇に関与することが知られている(Rosado et
al., 2000; Tesfai et al., 2001; Kamp and Hell, 2000)。
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    A
    B
図 2-10　推測されたソデフリンの二つのシグナル伝達経路
(A) ソデフリンの結合によりソデフリン受容体からの信号が三量体 G
タンパクを介して PLC を活性化、PIP2を加水分解して IP3 が産生
され、IP3は小胞体膜上の IP3 受容体に結合して小胞体内の Ca2+を
放出するという経路
(B) 活性化した PLC が PIP2を加水分解した際に IP3と同時に産生され
る DAG が PKC へ結合しこれを活性化。PKC が細胞膜上の Ca2+
チャネルを開き細胞外からの取り込みで細胞内の Ca2+濃度が上昇
するという経路
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第三章
地域集団間でのソデフリンと
そのヴァリアントmRNAの発現
3-1 序論
　我々は、非繁殖期のアカハライモリの腹腺の水抽出液を遠心分離した
のち Sep-Pak C-18 カートリッジ (Waters) に吸着した成分を 70%の
アセトニトリルによって粗精製し、それを Sephadex G-25 にてゲル濾
過クロマトグラフィーを行った。それによって得られた低分子画分を
218TP510 C-18 column にてさらに分離し(図 3-1　A, B)、各ピーク
のアミノ酸一次構造を解析してみた。その結果、ソデフリンの C 末端側
の前駆体配列 3残基(Ile-Ser-Ala)が切断されていないアミノ酸 13 残基の
ペプチド(sodefrin.ISA; Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys-Ile-
Ser-Ala)と、ソデフリンの 10 残基目のリジンがアスパラギンに置換さ
れ、C 末端側３残基が切断されていないヴァリアントペプチド
([Asn10]sodefrin.ISA; Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Asn-Ile-
Ser-Ala)が得られた。また、これらのペプチドを合成し、フェロモンと
して機能するかを調べたところ、二つのペプチドは雌誘引活性を示さな
いことが分った(図　3-2)。このことからソデフリンには同種内にアミノ
酸配列の置換を伴ったヴァリアントペプチドが存在し、さらにソデフリ
ンの活性の発現にはアミノ酸 10 残基のペプチドとして翻訳後にプロセ
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ッシングを受ける必要があることが分かった。
　以上の背景からソデフリンとそのヴァリアントペプチドの発現に地域
間、個体間で差異が存在するかを調べることとした。
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図 3-1 未成熟のイモリ腹腺からのソデフリン様ペプチドの精製
５０匹分の腹腺4.8 gを1 M酢酸100 mlにて煮沸後、遠心分離しSep-Pak
C-18 カートリッジ (Waters) に吸着した成分を70%のアセトニトリル
によって粗精製した。(A) 溶出成分は凍結乾燥後に2 mlの0.1%　TFA溶
液に溶解し、1M 酢酸で平衡化したSephadex G-25(1.6 x 90-cm,
Pharmacia, Uppsala Sweden)にてゲル濾過クロマトグラフィーを行っ
た。24 ml/hの流速で2 mlずつフラクションに分けた。 (B)Aのバーで
示した低分子画分を218TP510 C-18 0.46 x 25-cm column (Vydac,
Hesperia CA, USA) にてさらに分離し、各ピークのアミノ酸一次構造
を解析した。
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図 3-2 合成ソデフリンおよび[Asn10]sodefrin の雌イモリに対する
誘引活性測定
未成熟個体の腹腺より得られたソデフリン様ペプチド二種
(SIPSKDALLKISA, SIPSKDALLNISA)は雌誘引活性を示さなかった。
(n=8, *P<0.05)
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3-2 材料と方法
 3-2-1 動物
　千葉産のアカハライモリは Aquatic Animal Supply(埼玉県三郷市)に
千葉県内での採集を依頼し購入、新潟産のアカハライモリは新潟県内で、
奈良産のアカハライモリは奈良県内で採集した。室温 22˚C、12L:12D
の光条件下で飼育し、餌としてユスリカ(Chironomus yoshimatsui)の
幼生(アカムシ)を与えた。本実験は早稲田大学動物実験運営委員会の承
認を受けた。
 3-2-2 PCR によるソデフリン及びそのヴァリアント cDNA 断片の
 増幅
　各地域から採集した雄のアカハライモリの肛門腺腹腺から total RNA
抽出試薬 ISOGEN (Nippon gene)を用いて total RNA を抽出し、逆転
写酵素 superscript II RT(Invitrogen)を用いて腹腺 cDNAを合成した。
この cDNA を鋳型に、ソデフリン前駆体の C 末端側の部分配列を増幅す
るように合成したプライマーを用いて以下の組成で PCR 反応を行いソデ
フリンおよびそのヴァリアントの部分長 cDNAの増幅を行った。
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PCR反応液
 0.2 mM dNTP mix
 1 x Ex Taq buffer(TaKaRa Bio)
 50 pmol sodefrin cDNA specific sense primer
      (5'-GCCTCCTCCAGACGACACTCCCAG-3')
 50 pmol sodefrin cDNA specific antisense primer
      (5'-ATCGTAGGCTTGCATCCCCG-3')
 0.5 U TaKaRa Ex Taq polymerase
 3-2-3 PCR 増幅断片の配列解析
　PCR 反応液を 1.5%アガロースゲルで泳動後、増幅断片は FreezeN'
squeeze (BIO-RAD) mini column にて精製し、pT7blue-T プラスミド
ベクター(Novagen)に挿入して JM109 コンピテントセルを形質転換さ
せた。大腸菌によって増幅した目的のｃＤＮＡを含んだプラスミドを精
製後、塩基配列の解析を行った。塩基配列解析はダイデオキシヌクレオ
チドを用いた Sanger ら(1975)の方法で Thermosequenase cycle
sequencing kit (Amersham Pharmacia) と蛍光ラベルされたM13プ
ライマー(LI-COR)を用いて反応を行い、DNA sequencer model
4000L(LI-COR)により解析した。
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3-3 実験結果
　奈良、千葉、新潟より採集したアカハライモリ各５個体の腹腺中に発
現していたソデフリン及びそのヴァリアント前駆体タンパク質の C 末端
側をコードする cDNA の部分増幅断片を解析した結果、アミノ酸配列の
異なる２３種のソデフリンおよびそのヴァリアントの前駆体配列をコー
ドするmRNA を確認した(図 3-3)。
解析に用いた全ての地域の全ての個体でソデフリン(SIPSKDALLK)をコ
ードする cDNA が発現していた。一方でヴァリアントの発現には地域間
および個体間で差異が認められ、[Asn10]sodefrin をコードする mRNA
の発現は千葉産イモリの全て、新潟イモリの５個体中４個体、奈良産イ
モリの５個体中に３個体にみられた。さらに今までペプチドとして発見
されていなかったソデフリンの８残基目のロイシンがヴァリンに置換し
たヴァリアントペプチド([Val8]sodefrin: Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-
Val-Leu-Lys)の前駆体 mRNA の発現が奈良県産のイモリから特異的に検
出された。
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表3-1 3地域(千葉、新潟、奈良)で個体ごとに検出されたソデフリンおよびその
ヴァリアント遺伝子がコードするアミノ酸配列と得られたクローン数
ソデフリン特異プライマーを用いた RT-PCR 法により得られた cDNA 増
幅断片の塩基配列から推定したソデフリンおよびそのヴァリアント前駆
体配列のC末端側の部分アミノ酸配列(146-189 残基)を示した。
千葉、新潟、奈良の３地域から採集したアカハライモリ各５個体(地域ご
とに a-e と識別した)のすべての腹腺にはソデフリン(SIPSKDALLK)配列
含む前駆体 cDNAクローン(青)が確認された。
一方[Val8]sodefrin(SIPSKDAVLK)配列含む前駆体 mRNA(赤)の発現は
奈良産イモリにのみ見られた。[Asn10]sodefrin.ISA(SIPSKDALLNISA)
配列含む前駆体mRNA(無着色)の発現は各地域のイモリ腹腺に見られた。
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3-4 考察
　実験に用いた千葉・新潟・奈良の３地域から採集したアカハライモリ
ではソデフリンおよびそのヴァリアントの mRNA の発現を調べた結果、
全ての個体でソデフリンをコードする mRNA が発現していることは、雌
誘引活性フェロモンとして機能するソデフリンはアカハライモリの生殖
において非常に重要な役割を担っていることを考えれば妥当な結果であ
った。また、非繁殖期の腹腺から精製された雌誘引活性を持たないソデ
フリンヴァリアントペプチド、 [Asn10]sodefrin.ISA をコードする
mRNA は実験に用いた３地域から採集したイモリの過半数を越える個体
で発現が確認された。
ソデフリンの雌誘引活性発現に必要なペプチドの構造について考えると、
ソデフリンの C 末端側 Lys の後で翻訳後プロセッシングを受けていない
ソデフリン前駆ペプチド sodefrin.ISA が雌誘引活性を示さないことから
ソデフリンの活性発現には C 末端側の ISA３残基のプロセッシングが必
須であることがわかる。また、岩田ら(2001)はソデフリンの５番目のア
ミノ酸、Lys で切断された場合の C 末端側の合成ペプチド(Asp-Ala-
Leu-Leu-Lys)は雌誘引活性を示さず、ソデフリン４番目のアミノ酸、Ser
から C 末端側の合成ペプチド(Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys)は雌誘引
活性をもつことを示した。これらのことによりソデフリンが誘引活性を
示すには C 末端側の構造が重要であり、すなわち C 末端側の ISA３残基
のプロセッシングと、少なくともソデフリンの C 末端側７残基のペプチ
ド配列が必要であることが示唆された。また、シリケンイモリ(C.
ensicauda)のソデフリン相同フェロモンであるシリフリン(Ser-Ile-Leu-
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Ser-Lys-Asp-Ala-Gln-Leu-Lys)はソデフリンの３番目のプロリンがロイ
シンに置換され、８番目のロイシンがグルタミンに置換されたペプチド
であるが、ソデフリンに誘引されるアカハライモリ雌を誘引しない
(Yamamoto et al., 2000)。ソデフリンのN末端側 3残基のペプチド配
列がソデフリンの活性発現に重要でないことを考えると、シリフリンと
ソデフリンの雌誘引活性の種特異性は８番目のアミノ酸がロイシン(ソデ
フリン)であるかグルタミン(シリフリン)であるかに起因していると考え
られる。[Asn10]sodefrin.ISA が活性を示さないのは、C 末端側の ISA３
残基のプロセッシングを受けていないのに加えて、C 末端側の 10 番目
のアミノ酸がアスパラギンに置換していることも原因の一つである。実
際に人工合成した[Asn10]sodefrin(Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-
Leu-Asn)がアカハライモリの雌を誘引しないことも確かめられた。
　以上のようにソデフリン様ペプチドの雌誘引活性の発現と種特異性に
は C 末端側のペプチド構造が重要であるが、これはソデフリン様ペプチ
ドとその受容体分子のアフィニティーがソデフリン様ペプチドの C 末端
側のペプチド構造に大きく依存していることに起因していると考えられ
た。
一方、奈良産イモリに特異的に発現している[Val8]sodefrin(Ser-Ile-Pro-
Ser-Lys-Asp-Ala-Val-Leu-Lys)は、シリフリンと同様にソデフリンの８
番目のロイシンがヴァリンに置換されたペプチドであり、奈良県産のア
カハライモリのみからその mRNA が確認されたことは、奈良県産のアカ
ハライモリに特異的なソデフリン様フェロモンが存在する可能性を示唆
している。
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元来アカハライモリでは、同種内での生殖隔離にともなういくつかの地
域個体群が存在することが示されてきた。林らは遺伝的なアカハライモ
リの差異を本州全域で調査し、５つの種内地域集団の存在(東北、関東、
中部、西日本、九州の各集団)を認めた(Hayashi et al., 1988,1990)。こ
の集団構造は沢田が形態と繁殖行動の面から分けた地域変異と一致して
いる(Sawada, 1959, 1963)。特に沢田は外部形態の特異性と、他集団
との繁殖隔離を認めたことから奈良県を含む丹波篠山集団のアカハライ
モリが非常に特異的であることを報告しており、この地方のアカハライ
モリの腹腺に他に見られないソデフリンのヴァリアントペプチドをコー
ドするmRNA の発現が見られたことは非常に興味深い。
尚、この奈良特異的ヴァリアントペプチド[Val8]sodefrin の腹腺内での
存在や、フェロモンとしての活性は続く第四章、第五章で述べる。
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第四章
[Val8]ソデフリンの単離精製と
その cDNA クローニング
4-1 序論
　奈良産のアカハライモリの腹腺にはこれまで確認されていた活性のな
いソデフリンのヴァリアント([Asn10]sodefrin)以外に、他地域には見ら
れないソデフリンヴァリアント([Val8]sodefrin)の前駆体 mRNA が発現
していることを第三章で述べた。
　そこでこの章では、奈良産イモリに特異的に発現する[Val8]sodefrin
がペプチドとして腹腺内に存在していることを明らかにすべく奈良産イ
モリの腹腺より、人工合成のペプチド標品を指標に[Val8]sodefrin とソ
デフリンの単離精製を試みた。精製によって得られたペプチドはエドマ
ン分解法によるアミノ酸配列解析と MALDI-TOF MS を用いて質量、お
よび構造解析を行い、[Val8]sodefrin 前駆体の構造を知るために、その
全長 cDNA 塩基配列を奈良産イモリの腹腺 cDNA ライブラリーよりク
ローニングした。
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4-2 材料と方法
 4-2-1 動物
  性的に発達した雄イモリを６月に奈良県内で採集し、取り出した腹腺
を、ペプチドの精製、奈良産イモリの腹腺 cDNA ライブラリーの作成に
用いた。
 4-2-2 奈良産イモリ腹腺からのソデフリンおよび[Val8]sodefrin
の単離
　奈良県で採集したCynops pyrrhogaster 60 個体の腹腺を麻酔した動
物からサンプリングし、ポリトロンホモジナイザー(Micro-tech Nition)
を用いて蒸留水中でホモジナイズした。ホモジェネートは 157,000xg
で 1 時間遠心後、上清を凍結乾燥した。凍結乾燥した上清成分を 30 ml
の 0.1% トリフルオロ酢酸(TFA)に溶解後、Sep-Pak C18 簡易逆相カー
トリッジ(Waters)に流速 0.5 ml/min で通し、吸着成分を 0.1% TFA 含
有の80%アセトニトリル(MeCN)にて溶出させ粗精製後に凍結乾燥した。
凍 結 乾 燥 し た Sep-Pak C18 吸 着 成 分 を 6 ml の 0.15 M
NH4HCO3(pHP8.0)にて溶解し、1 ml ずつ 6 回、0.15 M　NH4HCO3
で平衡化したゲル濾過カラム(Superose 12HR 10/30, GE Healthcare
Bio-science)にて流速 0.5 ml/min で分離し、相対分子量 800-5,000 の
低分子画分を凍結乾燥して次の精製ステップへ進めた。
　次に凍結乾燥させた低分子画分をそれぞれ 1 ml の 0.1% TFA に溶か
し、逆相カラム(TSKgel ODS120T, 4.6 x 250 mm; Tosoh Co.)を用い
た高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出はMeCN濃度を0%
から 45%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、人工合成のソデ
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フ リ ン (Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys) お よ び
[Val8]sodefrin(Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Val-Leu-Lys)を指標に同じ
溶出時間をする画分を凍結乾燥してさらに精製した。
　次に人工合成のソデフリンおよび[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を示
した各画分の６回分の同じ画分同士を合わせて 1 ml の 0.1% TFA にて
溶かし、もう一度同じ逆相カラム(ODS120T)によって同条件で分離した
のちに、人工合成指標と同じ溶出時間を示す物質を凍結乾燥させた。
 [Val8]sodefrin と同じ溶出時間を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含
む10% MeCNに溶かし、逆相カラム(Superspher 60 RP-8(C8), 4 x 125
mm; Merck.)を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶
出は MeCN 濃度を 10%から 40%まで変化させて、流速 1.0 ml/min に
て行い、人工合成の[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を持つ単一ピークを
得て、構造分析した。
　一方、ソデフリンと同じ溶出時間を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含む
10% MeCN に溶かし、逆相カラム(TSK gel ODS80Ts, 2 x 250 mm; Merck.)
を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出は MeCN 濃度を
10%から 40%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、人工合成のソデ
フリンと同じ溶出時間を持つ単一ピークを構造分析した。
 4-2-3 精製ペプチドの同定
　人工合成のソデフリン、[Val8]sodefrin を指標に精製した各ペプチド
のアミノ酸配列をアプロライフサイエンス(徳島県徳島市)に委託してエ
ドマン法によって決定した。
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また、[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を示した物質のモノアイソトピッ
ク質量をmatrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight
mass spectrometry(MALDI-TOFMS、 AXIMA CFR, Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan)を用いて解析した。測定はマトリックスとして 2,5-
dihydroxybenzoic acid(DHBA)と試料混合して行った。
さらに、精製試料をエンドペプチダーゼである carboxypeptidase Y に
よって消化し、生成したペプチド断片を MALDI-TOF MS によって測定
し、C 末端アミノ酸配列解析を行った。酵素消化は蒸留水に精製ペプチ
ドを 10 pmol 基質として加え、carboxypeptidase Y を終濃度 0.05
pmol/μl となるように加えた反応液中 (total volume 50 μl) で 1 分
間 、および 20 分間室温条件で行った。
反応後に反応液を氷冷し、0.1%の TFA を加えて反応を止めた後
MALDI-TOF MS によって生成ペプチド断片の分子量を測定した。マト
リックスはDHBA を用いた。
 4-2-4 奈 良産イモリ腹腺 cDNA ライブラリーの作製と
[Val8]sodefrin 前駆体 cDNA のスクリーニング
　奈良産アカハライモリの腹腺をサンプリングし、液体窒素にて急速凍
結した。組織を破砕し、ISOGEN(Nippon Gene)にて全 RNA を抽出し、
Oligotex dT30 mRNA purification kit (Takara)を用いて、mRNA を
精製した。得られた mRNA を Timesaver cDNA synthesis kit (GE-
Healthcare)を使用し、２本鎖 cDNAを合成し、EcoR I/ Not I アダプタ
ーを付加後、Takara ligation kit version 1 で EcoR I-digested λZAP
II(Stratagene)に組み込み、Packagene(Promega)を用いてパッケージ
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ングした。
　以前に得られたソデフリン前駆体 cDNA を鋳型にランダムプライム法
に基づいた BcaBEST labeling kit(TaKaRa)を用いて 32P で標識したス
ク リ ー ニ ン グ 用 プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 標 識 反 応 後 、 Nick
column(Amersham biosciences)で非重合の[a-32P]-dCTP を取り除い
た。
　作製した奈良産イモリの腹腺cDNAファージライブラリーをXL1 blue
MRF’大腸菌株に感染させ、0.8%アガロースを含む LB 培地と混和し、
φ140mのプレートに1×104個のプラークを形成するように培養した。
ライブラリーのファージを膜に転写溶解後、cDNA を変成固定した。膜
を 6×標準クエン酸含有生理食塩水(SSC)、0.2% (w/v) ウシ血清アルブ
ミン(BSA)、0.4% (w/v) Ficoll 400、0.4% ポリビニルピロリドン、1%
ドデシル硫酸ナトリウム(SDS) から成るハイブリダイゼーション液 に
入れて 50℃で 2 時間プレハイブリダイゼーションを行った。その後、
放射標識したソデフリン前駆体プローブを加え 65℃で 16 時間ハイブリ
ダイゼーションを行った。膜を 2×SSC/1% SDS 中で２分(室温)、続い
て 0.1×SSC/1 % SDS 中で 65℃にて 30 分２回洗浄した。洗浄後の膜
を Imaging plate (富士フィルム)に 30 分露光し、BAS2000II (富士フ
ィルム)で解析した。陽性のシグナルが検出されたプラークから in vivo
excision により pBluescript SK(-)へサブクローニングした。
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 4-2-5 cDNA の塩基配列解析
　cDNA の塩基配列は蛍光ラベルしたダイデオキシヌクレオチドを使用
したダイデオキシ法に基づいた Big-dye Thermosequenase kit
(Applied Biosystems)で配列解析反応後に、ABI PRISM 3100-Avant
Genetic Analyzer(Applied Biosystems)を用いて解析した。
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4-3 実験結果
 4-3-1 奈良産イモリからのソデフリンおよび[Val8]sodefrin の単離
　奈良産イモリの腹腺抽出物を４回のクロマトグラフィー(図 4-1)により
分離し、人工合成のペプチド(ソデフリンおよび[Val8]sodefrin)の溶出を
指標に精製した。得られた２つペプチドの N 末端配列をエドマン分解に
より解析すると、ソデフリンと同じ溶出時間を持つ物質のアミノ酸配列
は N 末端側から Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys のアミノ酸
10 残基が決定された。また、[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を持つ物質
のアミノ酸配列は N 末端側から Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Val-Leu-
Lys の 10 残基が決定され、ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の両ペプチ
ドが奈良産イモリの腹腺中に共存することが確認された。
　さらに[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を持つ物質に対しては、MALDI
TOF MS によって精製物質のモノアイソトピック質量を測定したところ
プロトン付加質量([M+H]+)は 1058.1 と測定され、 [Val8]sodefrin の
[M+H]+の計算値 1057.6 とほぼ一致した(図 4-2 A)。また、精製された
ペプチドの carboxypeptidase Y 消化断片をMALDI TOF MS 用いて解
析し、C 末端アミノ酸配列を確認した。1 分間の消化(図 4-2 B 上)およ
び 20 分間の消化(図 4-2 B 下)によって生成されたペプチド断片の質量
分析を行ったところ、エドマン分解によって決定した 10 アミノ酸残基
のペプチド配列の C 末端側 5 残基と一致する Asp-Ala-Val-Leu(Ile)-
Lys(Gln)の配列が確認された。
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図 4-1 奈良産イモリ腹腺からのソデフリンおよび[Val8]sodefrin の
精製
(A) 腹腺抽出物を Sep-Pak にて粗精製後、Superose 12 HR ゲル濾
過カラムにて分離した。ソデフリンおよびそのヴァリアントを含
むと考えられる低分子画分(800-5,000)を黒いバーで示した。低分
子画分はプールし、さらに精製をすすめた。
(B) A の低分子画分を ODS120T 逆相カラムによって分離し、
[Val8]sodefrin (a)とソデフリン(b)と同じ溶出時間の画分をさらに
精製を進めた。
(C) [Val8]sodefrin と同じ溶出時間を示す画分を Superspher 60
RP-8 逆相カラムで精製した。矢印は[Val8]sodefrin の溶出時間を
示す。
(D) ODS80Ts 逆相カラムにてソデフリンと同じ溶出時間を示す物質を
精製した。矢印はソデフリンの溶出時間を示す。破線で示したよ
うに直線的にアセトニトリル濃度を高め、ピークは手で分取した。
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図 4-2 [Val8]sodefrin と同じ挙動を示した精製ペプチドの MALDI
TOF MS を用いた構造解析
(A) 精製ペプチドの質量測定。MALDI TOF MS によって精製物質のモ
ノアイソトピック質量を測定したところプロトン付加質量
([M+H]+)は 1058.1 と測定され、 [Val8]sodefrin の[M+H]+の計
算値 1057.6 とほぼ一致した。
(B) C 末端アミノ酸配列解析。エドマン分解によって得られたアミノ
酸配列のC末端側から５残基(DAVLK)が再度確認された。
反応時間 1分(上)、20 分(下)。
65
 4-3-2 [Val8]sodefrin 前駆体をコードする cDNA の単離
　以前にアカハライモリ腹腺より得られたソデフリンの全長 cDNA をプ
ローブとして奈良産イモリ腹腺 DNA ライブラリーより、奈良産イモリ
特異ソデフリンヴァリアントである[Val8]sodefrin の前駆体 cDNA を得
た。得られた[Val8]sodefrin前駆体cDNAの塩基配列を解析すると1,294
塩基対でシグナルペプチドを含む 189 アミノ酸残基をコードしているこ
とがわかった(図 4-3、Genbank accession number: AB280579)。成
熟した[Val8]sodefrin として切り出される部位は前駆体の C 末端近くに
位置していた。得られた[Val8]sodefrin 前駆体 cDNA から推測されるア
ミノ酸配列とソデフリン前駆体の予測アミノ酸配列 (Iwata et al., 1999)
およびシリケンイモリ(C. ensicauda)の性フェロモンであるシリフリン
の前駆体の予測アミノ酸配列(Iwata et al., 2000)の比較を図 4-4 に示し
た。 [Val8]ソデフリン前駆体の予測アミノ酸配列はソデフリン前駆体ア
ミノ酸配列と 86.2%の相同性を有し、シリフリン前駆体アミノ酸配列と
は 78.6%の相同性を示した。
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図 4-3 [Val8]sodefrin 前駆体の cDNA 配列と予測されるアミノ酸
配列
網掛け部は成熟[Val8]sodefrin のアミノ酸 10 残基を示す。下線はポリ
アデニレーションシグナル(AATAAA)を示す。
67
図 4-4 [Val8]sodefrin 前駆体とソデフリン前駆体およびシリケンイ
モリ(C. ensicauda)の性フェロモン silefrin のアミノ酸配列の比較
白抜き文字は 3 種のソデフリン様ペプチド前駆体で相同、網掛け部は 2
種のソデフリン様ペプチド前駆体 で相同な部位。成熟ペプチドは下線に
て示している。
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4-4 考察
　奈良産イモリの腹腺に発現する mRNA から存在が推測されていた新規
ソデフリンヴァリアント[Val8]sodefrin がフェロモンとして雌誘引活性
を示すソデフリン(SIPSKDALLK)やシリフリン(SILSKDAQLK)と同じ
10 残基のペプチドとして精製された。またMALDI TOF MS を用いた解
析の結果が[Val8]sodefrin のアミノ酸配列のみから計算したペプチドの
単一同位体質量と一致したことから、このペプチドは糖鎖の付加やアミ
ド化のような修飾をうけていないことも明らかになった。
さらに[Val8]sodefrin をコードする cDNA の塩基配列をクローニングし
た。この配列の解析からソデフリン同様、[Val8]sodefrin も 189 アミノ
酸残基より成る前駆体タンパク質よりプロセッシングにより生成される
ことが示唆された。ソデフリンの前後にはそれぞれ Arg と Lys の 1 塩基
性アミノ酸残基に挟まれているが、今回単離した[Val8]sodefrin の cDNA
塩基配列がコードする[Val8]sodefrin の前後には Gln と Lys に挟まれて
いる。第３章で得た４つの[Val8]sodefrin 前駆体の内にはソデフリンと
同じくArgとLysの1塩基性アミノ酸残基に挟まれているものもあるが、
今回全長をクローニングしたものを含む大部分のクローンは Gln と Lys
に挟まれているので、この部分でも翻訳後のプロセッシングが起きると
推測される。ソデフリンのプロセッシングに関しては第６章で詳しく述
べるが、一般に知られているホルモンのプロホルモンからのプロセッシ
ングは塩基性アミノ酸2残基ではさまれprohormone convertase(PC)1
や PC2 といった酵素により生じる。このような塩基性アミノ酸 2 残基
がソデフリン分子の前後に無いことは通常のホルモンと異なるプロセッ
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シングの修飾を受けていることを示唆している。また、塩基性アミノ酸
でない Gln-Ser の結合を切る酵素には Staphylococcus aureus の V８
proteinase があげられる。
このことから、[Val8]sodefrin が同種内の雌を誘引するフェロモンとし
て機能するかを調べることした。また、ソデフリンの活性維持に必要な
アミノ酸配列が 4 残基目のセリンからの 8 アミノ酸残基(SKDALLK)で
あることと、シリフリン(SILSKDAQLK)がアカハライモリのメスを誘引
しないことを考えると８番目のアミノ酸のロイシンからヴァリンへの変
異は雌イモリを誘引する活性、おそらくメスの LNS の受容器に存在する
ソデフリン受容体とのアフィニティーに大きな影響を与えている可能性
がある。
アカハライモリが種内に大きな地理変異を内包する動物種であることを
考え合わせると、奈良産イモリのみで発現するフェロモンが存在する可
能性は否定できないので、次の章ではソデフリンと[Val8]sodefrin の各
地域のメスに対する誘引活性を調べることにした。
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第五章
[Val8]ソデフリンの雌誘引活性
5-1 序論
　第四章の結果から[Val8]sodefrin が奈良産イモリの腹腺中にプロセッ
シングを受けた１０アミノ酸残基のペプチドとして存在することが明ら
かになったが、このペプチドが実際に雌誘引活性を示すかは不明である。
そこで、この章ではこの分子が雌を誘引する活性があるか否かを確かめ
た。
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5-2 材料と方法
 5-2-1 動物
　千葉、新潟、奈良より採集した成体のアカハライモリ(Cynops pyrrhogaster)
の雌を使用した。千葉産のアカハライモリの成体は  Aquatic Animal
Supply(埼玉県三郷市)より購入した。室温 22˚C、12L:12D の光条件下で飼育
し、餌としてユスリカ(Chironomus yoshimatsui)の幼生(アカムシ)を与えた。
実験室内にて飼育した。雌イモリの性的な活性を保つために、ヒツジプロラク
チン(Sigma, 1 国際単位)とヒト胎盤性生殖腺刺激ホルモン(帝国臓器、15 国際
単位)を生理食塩水に溶かしたものを一日おきに腹腔内投与した。同ホルモンを
2 週間処理された動物をテスト動物として用いた。本実験は早稲田大学動物実
験運営委員会の承認を受けた。
 5-2-2 ペプチドの合成
　実験に使用した各ペプチドは Sawaday technology に依頼合成した。
 5-2-3 誘引活性の検定
　雌イモリに対する誘引活性の測定は Toyoda ら(1994)が行った方法に
準じた。まずプラスチック製の直径 37 cm の円筒形の容器に 3,000 ml
の水道水をいれ雌イモリをその中央に直径15 cm のシリンダーに入れ、
置いておく。この容器は３つの領域に画分されその各所に 5.6 x 7.3 x 3.4
cm のスポンジを置いておく。一つのスポンジには 100 ml の水に溶か
した試験物質を含ませ、残りのスポンジには対照として水を含ませてお
く。スポンジを配置してから 30 秒後にイモリをかこっていたシリンジ
を取り除いた。雌イモリの鼻がどの領域にあったかを 10 分間ビデオカ
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メラで撮影した。雌イモリの鼻が各領域にあった時間を測定し
Friedman's two-way 検定で統計的に解析した(図 5-1)。
図 5-1 試料物質のアカハライモリ誘引活性の測定法
プラスチック製の丸い容器を３領域に分け、それぞれの領域の壁にそっ
た中央部に tap water、もしくは、テスト物質を含ませたスポンジを置
いた。容器の中央にホルモン処理によって人為的に性成熟させた雌イモ
リを放し、１０分間その個体の吻の位置がどの領域にあったかをビデオ
撮影し、それぞれの領域にいた時間の割合を算出した。８匹の雌がこの
測定に用いられ、Freedman's test　と　Wilcoxon’s matched-pairs
signed-rank test により統計的に解析した。
13.2%
56.7%
30.2%
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5-3 実験結果
　[Val8]sodefrin の千葉・新潟・奈良の３地域のメスに対する誘引活性
を調べたところ、ソデフリンは全ての地域の雌に対して誘引活性を有し
ていたが、[Val8]sodefrin は奈良産の雌に対してのみ、雌誘引活性を示
した(図 5-2)。
　さらに詳細にソデフリンと[Val8]sodefrin の誘引活性の強さを比較す
ると、ソデフリンではスポンジに 10ng 以上のペプチドをしみ込ませた
場合に、有意に雌を誘引したが、[Val8]sodefrin は 5ng をスポンジにし
み込ませた場合でも雌を誘引した(図 5-3)。
次に、[Val8]sodefrin の新潟および千葉産の雌イモリに対する誘引活性
を調べた結果、奈良産の雌イモリではスポンジに 5 ng 以上のペプチド
をしみ込ませた場合に、有意に誘引されるのに対して、新潟産の雌イモ
リに対しては 100 ng 以上の[Val8]sodefrin を要すること、千葉産の雌
イモリに対しては 100 ng でも誘引活性が観察されなかった(図 5-3)。
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図 5-2 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の各地域の雌イモリに
対する誘引活性測定
千葉、新潟、奈良産の雌に対する 10 ng のソデフリンおよび
[Val8]sodefrin の誘引活性を測定したところ、10 ng のソデフリンは全
ての個体群の雌を誘引したが、奈良産イモリに特異手な[Val8]sodefrin
は奈良県産の雌イモリしか誘引しなかった。
(n=8, *P<0.05)
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図 5-3 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の奈良県産の雌イモリ
に対する誘引活性
奈良産の雌イモリを誘引するソデフリンおよび[Val8]sodefrin の最小有
効量はソデフリンで 10 ng、[Val8]sodefrin で 5 ng であった。
(n=8, *P<0.05, **P<0.01)
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図 5-4 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の雌イモリに対する誘
引活性
新潟産、千葉産の雌イモリに対する[Val8]sodefrin の誘引活性を調べた。
新潟産の雌イモリは 100 ng 以上の[Val8]sodefrin に誘引されたが、千
葉産の雌イモリに対しては誘引活性が確認できなかった。
(n=8, *P<0.05, **P<0.01)
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5-4 考察
　奈良産イモリの腹腺より生成された[Val8]sodefrin の千葉・新潟・奈
良の３地域のメスに対する誘引活性を調べたところ、ソデフリンは全て
の地域の雌に対して誘引活性を有していたが、ソデフリンをコードする
mRNA が全ての地域の個体で発現していたことを考えると、ソデフリン
はアカハライモリで共通のフェロモンとして機能していることを示して
いる。
一方、[Val8]sodefrin は奈良産の雌に対してのみ雌誘引活性を示したの
で、このペプチドを奈良産イモリの特異的ソデフリン様ペプチドフェロ
モンと確認し、奈良の枕詞「あおによし」からアオニリンと命名した。
この地域特異フェロモンの存在は沢田(Sawada, 1959, 1963)の、奈良
県を含む丹波篠山集団のアカハライモリと他集団とは行動的に繁殖隔離
が認められ、形態的な特徴も特異性が高いという報告に合致するもので
あるが、奈良産イモリの腹腺にはアカハライモリの共通フェロモンであ
るソデフリンをコードする mRNA の発現もみられているためアオニリン
の存在が奈良産イモリと他地域のアカハライモリとの生殖隔離を原因と
考えにくい。
しかし、この奈良特異的ヴァリアントペプチド[Val8]sodefrin の腹腺内
での存在や、フェロモンとしての活性は不明であるため続く第四章、第
五章でこのペプチドの奈良産イモリ腹腺内での存在と雌誘引活性につい
て調べた結果を述べる。
より詳細にソデフリンと[Val8]sodefrin の誘引活性の強さを比較すると、
ソデフリンではスポンジに 10ng 以上のペプチドをしみ込ませた場合に、
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有意に雌を誘引したが、[Val8]sodefrin は 5ng をスポンジにしみ込ませ
た場合でも雌を誘引した(図 5-3)。
次に、[Val8]sodefrin の新潟および千葉産の雌イモリに対する誘引活性
を調べた結果、奈良産の雌イモリではスポンジに 5 ng 以上のペプチド
をしみ込ませた場合に、有意に誘引されるのに対して、新潟産の雌イモ
リに対しては 100 ng 以上の[Val8]sodefrin を要すること、千葉産の雌
イモリに対しては 100 ng でも誘引活性が観察されなかった(図 5-3)。
以上のことから[Val8]sodefrin は奈良産イモリ特有のフェロモンペプチ
ドであると判断し、奈良の枕詞『あをによし』から「アオニリン」と命
名した。
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第六章
前駆体からソデフリンを生成する酵素の存在と性質
6-1 序論
　ソデフリンはアカハライモリの雄の腹腺より単離・同定された雌誘因
フェロモンであり、このフェロモンが１０残基のアミノ酸から成る水溶
性のデカペプチド(SIPSKDALLK)であることは先に述べた通りである
(Kikuyama et al., 1995)。その後岩田らによって決定されたその全長
cDNA 塩基配列(図 6-1)をみると、１０アミノ酸残基よりなる成熟型ソ
デフリンは１８９アミノ酸残基で構成される前駆体タンパク質からプロ
セッシングを受けて生成されることが示唆された(Iwata et al., 2000)、
さらに、非繁殖期の腹腺からは C 末端側３残基(Ile-Ser-Ala)が切断され
ていない１３残基の未成熟ペプチドが精製された(Iwata et al., 2003)。
このペプチドを合成し、フェロモンとして機能するか否かを調べたとこ
ろ、C 末端側のプロセッシングを受けていないこのペプチドはフェロモ
ン活性を示さないことが分かった。多くのホルモンは塩基性アミノ酸２
残基に挟まれ、その部位をＰＣ(プロホルモンコンバターゼ)１、ＰＣ２
などのプロセッシング酵素によりその前駆体より切断される。イモリフ
ェロモンも前駆体タンパク質よりプロセッシングにより生じることが考
えられるが、フェロモン分子の前後には塩基性アミノ酸１残基のみが存
在する。これらイモリフェロモンがいかなるプロセッシング酵素を介し
て生じるかを明らかにすることは他の多くのペプチドホルモンと異なる
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ことから新たな研究分野になり得る可能性があると考えている。
以上の背景から本章ではソデフリンの成熟と活性の発現に重要な前駆体
タンパク質のプロッシングを行う酵素について述べる。
また第三章以降で述べた通り、奈良産イモリの腹腺はソデフリンの８番
目のロイシンがヴァリンに置換されたヴァリアントペプチド、アオニリ
ン(SIPSKDAVLK)を生成しており、奈良産の雌に対してのみソデフリン
以上の誘引活性を有していることが分った。しかしこのペプチドは、C
末端側の切断部位付近のアミノ酸残基に変異が生じており、ソデフリン
とは別のプロセッシング酵素によって切断される可能性があったので、
アオニリンをアオニリン前駆体タンパク質からプロセッシングによって
生成する酵素の存在についても調べることにした。
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6-2 材料と方法
 6-2-1 動物
　Aquatic Animal Supply(埼玉県三郷市)より千葉産のアカハライモリ
の成体を購入した。室温 22˚C、12L:12D の光条件下で飼育し、餌とし
てユスリカ(Chironomus yoshimatsui)の幼生(アカムシ)を与えた。本実
験は早稲田大学動物実験運営委員会の承認を受けた。
 6-2-2 酵素活性の検定
　このペプチドを前駆体より切断する酵素が腹腺の組織内に存在してい
ることを確かめるために、前駆体のアミノ酸配列より予測した切断部位
のN末側のアミノ酸配列を認識するプロテアーゼ活性について調べた。
　原理としては、結合したペプチドがプロテアーゼによって切断される
ことで蛍光度が変化する MCA(ペプチジル-4-メチル-クウマリル-7-アミ
ド)の結合したペプチドを基質として用いて、成熟ソデフリンの N 末・C
末両側の切断予想部位(Leu-Gly-Arg、および Leu-Leu-Lys)に対するプ
ロッセッシング活性の測定を行った。
 6-2-3 基質カスタムペプチドの合成
　酵素活性測定に用いた基質ペプチド(t-ブトキシカルボニル(Boc)-Leu-
Gly-Arg-MCA, Boc-Lue-Lue-Lys-MCA)はペプチド研究所(大阪)に依頼
合成されたものである。
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6-3 実験結果
　成熟ソデフリンの N 末・C 末両側の予測切断部位の N 末端側の配列
(Leu-Gly-Arg、および Leu-Leu-Lys)に対するプロッセッシング酵素活
性の至適条件を調べるために pH および温度条件を変化させて、プロテ
アーゼ活性を測定致したところ、活性が最大となる条件は Boc-LGR-
MCAの分解についてはpH9.6、45˚C、Boc-LLK-MCAに対してはpH9.7、
40˚C(図 6-2 A, B)と推定された。
　この至適条件で腹腺抽出液は基質 Boc-LGR-MCA に対して高いプロセ
ッシング活性を有していたが、腹腺抽出液を煮沸したとき、また、プロ
テアーゼ阻害剤のカクテルを加えたときに、基質の分解活性は無くなっ
た。また、C 末端側の切断部位(LLK)に関しても同様に、腹腺抽出物の高
い基質分解活性は煮沸もしくはプロテーゼ阻害剤を加えることでほぼ無
くなった(図 6-3)。
　また、性的に発達した雄イモリの腹腺はソデフリン前駆体の合成を盛
んに行い、その腺組織は非繁殖期の個体に比べて非常に発達する(図 6-4)。
性的に発達した雄イモリからとった腹腺と、未発達な個体の腹腺から水
抽出した抽出液の単位タンパク量あたりのプロセッシング酵素活性を調
べたところ、両基質に対する腹腺抽出液の分解活性は、性的に発達した
個体で高く、未発達の個体では低いことがわかった。(図 6-5)。
　次に反応液に様々なプロテアーゼに対する阻害薬を加え、基質の切断
を阻害する物質について調べたところ、両基質ともセリンプロテアーゼ
に対する阻害薬によってプロセッシング酵素活性が阻害された。
　さらに第三章で述べたソデフリンの地域特異ヴァリアント、
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[Val8]sodefrin のプロセッシングについて調べた。予想した切断部位の
N 末端側のアミノ酸配列(LGR、および VLK)を認識するプロテアーゼ活
性について調べた結果、奈良産イモリの腹腺抽出液は基質 Boc-LGR-
MCA、Boc-VLK-MCA の両者に対して高いプロセッシング活性を有し
ていたが、その活性は腹腺抽出液の煮沸もしくはプロテーゼ阻害剤を加
えることによりほぼ消失した(図 6-6)。
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図 6-1 ソデフリン前駆体のアミノ酸配列と切断予測部位
網掛け部は成熟型ソデフリンのアミノ酸 10 残基を示す。矢印は成熟ソ
デフリンが切り出される切断部位(LGR176－S177とLLK186－I187)を示す。
赤く囲ったアミノ酸配列は、塩基性アミノ酸を含む切断面の N 末端側の
配列で、ソデフリン前駆体タンパク質の特異切断酵素が認識する部位と
推測される。
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図6-2 プロセッシング酵素活性の至適条件
pH(A)および温度(B)を変化させて、プロテアーゼ活性を測定致したとこ
ろ、活性が最大となる条件はBoc-LGR-MCAの分解についてはpH9.6、
45˚C、Boc-LLK-MCAに対してはpH9.7、40˚C図と推定された。
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図6-3 腹腺抽出液、煮沸した腹腺抽出液およびプロテアーゼ阻害剤
添加腹腺抽出液のプロセッシング酵素活性の測定
(左) (A)腹腺抽出液は基質Boc-LGR-MCAに対して高いプロセッシング
活性を有していたが、(B)腹腺抽出液を煮沸したとき、また、(C)プ
ロテアーゼ阻害剤のカクテルを加えることにより、基質の分解活性
は消失した。
(右) C末端側の切断部位(LLK)に関しても同様に、(A)腹腺抽出物の高い
基質分解活性は(B)煮沸もしくは(C)プロテーゼ阻害剤を加えること
により消失した。
すべての反応条件はpH9.0, 40˚Cで180分間基質と腹腺抽出液を混
合した。＊：対照群Aとの有意差(p < 0.001)
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図6-4 性的に発達した腹腺と未発達の腹腺での組織形態の違い
(A)　性的に発達した個体の腹腺の管構造は発達している。
(B)　性的に未発達な個体の腹腺管構造は発達していない。
A
A
B
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図6-5 性成熟度に依存するプロセッシング酵素活性
(左) (A)性的に発達した個体の腹腺抽出液は基質Boc-LGR-MCAに対し
て高いプロセッシング活性を有していたが、(B)同じタンパク質濃度
に調整した未発達の腹腺抽出液では基質の分解活性は低かった。
(右) C末端側の切断部位(LLK)に関しても同様に、(A)発達した腹腺抽出
物は高い基質分解活性を示すが(B) 未発達の腹腺抽出液では基質の
分解活性は低かった。
すべての反応条件はpH9.0, 40˚Cで180分間基質と腹腺抽出液を混
合した。＊：対照群Aとの有意差(p < 0.01)
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表6-1 各種プロテアーゼ阻害薬が腹腺抽出液のBoc-LGR-MCA、
Boc-LLK-MCA分解活性に与える影響
反応条件はpH9.0, 40˚Cで180分間基質と腹腺抽出液を混合した。
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図6-5 奈良産イモリの腹腺抽出液、煮沸した腹腺抽出液およびプロテア
ーゼ阻害剤添加腹腺抽出液のプロセッシング酵素活性の測定
(左) (A)腹腺抽出液は基質Boc-LGR-MCAに対して高いプロセッシング
活性を有していたが、(B)腹腺抽出液を煮沸したとき、また、(C)プ
ロテアーゼ阻害剤のカクテルを加えたときに、基質の分解活性は無
くなった。
(右) C末端側の切断部位(VLK)に関しても同様に、(A)腹腺抽出物の高
い基質分解活性は(B)煮沸もしくは(C)プロテーゼ阻害剤を加えるこ
とでほぼ無くなった 。
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6-4 考察
　腹腺抽出物のソデフリンを生成するプロッセッシング酵素活性が最大
となる条件は Boc-LGR-MCA の分解については pH9.6、45℃、Boc-
LLK-MCA に対しては pH9.7、40℃であった。腹腺の水抽出物の pH を
測定したところ pH7.5 で至適 pH とは異なり、中性を示した。ただし、
実際にプロセッシングが行われる細胞小器官とその器官内の pH は不明
である。
　腹腺抽出液は、ソデフリンがその前駆体から生成する際の切断部位と
同じ構造をもつ Boc-LGR-MCA、Boc-LLK-MCA の両基質に対して高い
プロセッシング活性を示したが、煮沸、もしくはプロテアーゼ阻害剤の
カクテルを加えたときではその分解活性は消失した。このことから、腹
腺中には前駆体タンパクからソデフリンを生成する酵素が存在すると推
定された。
　また、両基質に対する腹腺抽出液の分解活性は、性的に発達した個体
で高く、未発達の個体では低かったことからソデフリンを生成する酵素
の腹腺内での活性の強さはホルモンによってコントロールされていると
考えられる。ソデフリンの mRNA の半定量的 PCR の結果やペプチドの
放射免疫測定法(RIA)の結果からソデフリン前駆体の合成はプロラクチン
と雄性ホルモンによって促進的に調節されていることが分かっており、
この２つのホルモンが雄イモリの生殖に重要な働きをしていることが明
らかになっていることから、プロラクチンと雄性ホルモンがソデフリン
を生成するプロセッシング酵素活性に及ぼす影響を調べていくとは今後
の課題である。
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　またセリンプロテアーゼの特異阻害薬によって両基質に対する分解活
性が阻害されたことから、ソデフリンを生成するプロッセッシング酵素
はセリンプロテアーゼファミリーに属すると考えられた。
　さらに奈良産イモリに特異的なヴァリアントペプチド：[Val8]ソデフリ
ンを生成し得る酵素の活性も奈良産イモリの腹腺抽出液で確認された。
今後は、実際にソデフリンを生成するプロセッシンング酵素の単離同定
を行うこと、いかなるホルモンによってその酵素の遺伝子発現が高まる
かなど、ソデフリン生成のメカニズムを解明する必要がある。
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第七章
本研究の総括と現在展開中の研究
7-1 本研究の総括
　本研究はアカハライモリの雄の腹部肛門腺より脊椎動物で初めて見出
されたペプチド性の雌誘引フェロモンであるソデフリンの受容機序や、
そのヴァリアントの地域間、個体間での発現パターンを比較考察し、ソ
デフリン前駆体からの生成機序を明らかにすることでアカハライモリ求
愛行動や個体間コミュニケーションの機構を明らかにすることを目的と
した。
まず、ソデフリンの受容に関して、雌の LNS の上皮組織を解離した細胞
の中でソデフリンに応答して細胞内 Ca2+濃度([Ca2+] i)を上昇させる細胞
の数を Ca2+-イメージング法によって調べた結果、ソデフリンに応答す
る細胞は性成熟した雌の細胞で最も多く観察され、10-14 M のソデフリ
ンまでみられたが、ソデフリンの濃度依存的にその数を増やした(図 2-4)。
一方、性成熟した雄や、性的に未発達の雌では反応細胞数が非常に少な
かったこと(図 2-3 左)や、脳下垂体および卵巣を除去した雌のイモリで
も PRL と E2の投与によって LNS の細胞のソデフリン応答性が維持され
る(図 2-3 右)ことから、ソデフリンに対する受容性の調節が上記２つの
ホルモンによって調節されている可能性を示した。
シグナル伝達系の阻害薬投与時のソデフリンに対する雌の LNS の上皮細
胞の応答性を調べることでそのシグナル伝達経路を推定した。
phospholipase C(PLC)の阻害薬である U73122 によってソデフリンに
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対する雌の応答性が完全に阻害されたことは、PLC によって産生される
inositol triphosphate(IP3)が脊椎動物のフェロモン受容に主たる働きを
担っているという報告を支持し、さらに小胞体膜上の Ca2+ポンプの阻害
薬、thapsigaldin によってソデフリンへの応答性を消失する細胞と、応
答性を維持する細胞が存在したことで、細胞内の小胞体から Ca2+の流入
を起こす経路(図 2-10 A)と細胞外から Ca2+の流入を引き起こす経路(図
2-10 B)の２つのシグナル伝達経路が存在していることが明らかになっ
た。
　さらにソデフリンのヴァリアント mRNA の発現が地域、および個体群
間で差異を示すことを明らかにし、特に奈良産のイモリの腹腺には他地
域には見られない特異的なヴァリアント、[Val8]sodefrin の mRNA が発
現しており、腹腺中に 10 残基の活性型ペプチドとして存在することを
明らかにした。このペプチドは奈良産の雌イモリのみを特異的に誘引す
る活性を持っており、その活性はソデフリン以上であることを示しこの
奈良特異的フェロモンをアオニリンと命名した。生殖活動に極めて大き
な影響をもつフェロモン分子の変異が種内の地域集団間で観察されたこ
とは、これまで行動的生殖隔離の原因の一つと推測されてきたフェロモ
ン分子の変異による生殖隔離が成立しうる証拠となる。事実アカハライ
モリでは地域個体群間での生殖隔離が起こっていることが報告されてい
る。林ら(1998, 1990)は遺伝的なアカハライモリの差異を本州全域で調
査し、５つの種内地域集団の存在（東北、関東、中部、西日本、九州の
各集団）を認めた。この集団構造は沢田(1959, 1963)が形態と繁殖行動
の面から分けた地域変異と一致しており、種内での生殖隔離がおこって
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いることを示している。フェロモン分子の変異、それとともなう受容体
分子の変異がやがては種の分化につながる可能性も考えられる。
　一方ソデフリンがフェロモンとして機能するためには前駆体のタンパ
ク質からプロセッシングを受けて 10 残基のペプチドとして生成される
必要がある。本研究ではソデフリン前駆体の配列を模したペプチド配列
の切断がおこると蛍光強度の変化が起こる合成基質を用いてこのソデフ
リンのプロセッシングを担う酵素の活性測定を行なった。腹腺抽出物に
みられるソデフリンを生成するプロッセッシング酵素活性が最大となる
条件は、ソデフリンの N末端側の切断部位を模した基質 Boc-LGR-MCA
の分解については pH9.6、45℃、一方ソデフリンの C 末端側の切断部
位を模した基質 Boc-LLK-MCA に対しては pH9.7、40℃であった。腹
腺抽出物は両基質に対して高いプロセッシング活性を示したが、煮沸、
もしくはプロテアーゼ阻害剤のカクテルを加えたときではその分解活性
は消失したことから、腹腺中には前駆体タンパクからソデフリンを生成
する酵素が存在すると推定された。また、両基質に対する腹腺抽出液の
分解活性が、性成熟度に依存することからソデフリンを生成する酵素の
腹腺内での活性の強さはホルモンによってコントロールされていると考
えられた。さらに様々なタンパク分解酵素の阻害薬を用いてこれらの酵
素のプロテアーゼクラスを調べたところ、セリンプロテアーゼの特異阻
害薬によって両基質に対する分解活性が阻害されたことから、ソデフリ
ンを生成するプロッセッシング酵素はセリンプロテアーゼファミリーに
属すると考えられた。
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7-2 今後の課題
　今後の課題としては、まずソデフリン受容体の同定が挙げられる。
現在までに脊椎動物のフェロモン受容体候補遺伝子として得られている
V1R, V2R が、ソデフリンの受容を行なうアカハライモリの LNS でも発
現しているかを調べ、その中からソデフリンの受容細胞に発現している
受容体を同定できると考えている。
まず、V1R および V2R の部分配列をイモリ LNS よりクローニングし、
分子系藤樹の作成をすることによりそれぞれの多重遺伝子群内でのサブ
グループの構成を理解する。この鋤鼻受容体サブグループごとに作成し
た特異プライマーを用いて、Ca2+-イメージング法によって同定されたソ
デフリン受容細胞の単一細胞 cDNA ライブリーより鋤鼻受容体の部分断
片配列の増幅を行うことでソデフリン受容細胞に発現する受容体を同定
することができる。同定したソデフリン受容体の全長 cDNA は発現ベク
ターに組み込んだ後にアフリカツメガエルの卵母細胞に注入、もしくは
真核動物細胞にトランスフェクトさせてタンパク質を発現させ、クロー
ニングした鋤鼻受容体とソデフリンとの間にアフィニティーがあること
を確認する。
ソデフリン受容体の同定に成功すれば、真核動物細胞を用いて発現させ
たタンパク質やタンパク質の部分ペプチド配列を用いて抗体を作製し、
ソデフリン受容細胞の組織内での局在や、個体の成熟度や季節、性別に
よる受容細胞数の変化を調べる。また、受容体 mRNA の発現量をリアル
タイム PCR法などで測定し、どのように調節されているかを調べる。
　また、別種のシリケンイモリのフェロモンであるシリフリンおよび奈
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良産アカハライモリに特異なフェロモンであるアオニリンとソデフリン
の雌誘引活性に差異が見られたことから、シリケンイモリにはシリフリ
ンに対する受容体が、また奈良産のメスイモリにはアオニリンに対する
受容体がそれぞれ発現していると考えられるのでこれを同定する。特に
アオニリンに対する地域個体群間での受容性の差異が、奈良産イモリで
はソデフリン受容体の他にアオニリン受容体を持っていることによるの
か、また奈良産イモリのソデフリン受容体がソデフリンおよびアオニリ
ンを両方受容できるのかを調べることはリガンドと受容体分子の分子共
進化を理解する上で非常に興味深い。この問題は、一つの感覚細胞には
鋤鼻受容体が複数存在しないという事実（Dulac and Axel, 1995,
Herrada and Dulac, 1997, Matsunami and Buck, 1997, Ryba and
Tirindelli, 1997）から、ソデフリン受容細胞がアオニリンを受容するか
を調べることで、ソデフリンとアオニリンが同じ細胞で認識されていれ
ば同一の受容体を介していると結論することができる。
　これまでのソデフリンの発現調節の解析は定量的 RT-PCR 法でソデフ
リン前駆体 mRNA の発現レベルをみるか、RIA でソデフリンおよびその
前駆体を定量するものであり、実際にソデフリンが成熟型の 10 残基の
ペプチドとして生成されている量や時期を特定することができなかった。
本研究ではソデフリンを生成するプロセッシング酵素の活性測定法を開
発したが、この酵素の同定と発現解析によって成熟型ソデフリンの生成
機序をより詳しく理解することができる。腹腺抽出物中でプロセッシン
グ酵素活性を有する画分を液体クロマトグラフィーによって精製してい
くことで、この酵素の単離同定を行なうことができると考えている。
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7-3 展開しつつある取り組み
　この章では、アカハライモリのフェロモンの受容体候補遺伝子配列の
クローニングや分子系藤樹の作製による分類、雌の分泌するフェロモン
の候補分子について、現在進行中の実験の結果を示す。
 アカハライモリゲノムからの鋤鼻受容体の遺伝子クローニング
　ソデフリン受容体の同定を目的にまず、脊椎動物のフェロモンの受容
体と目される鋤鼻受容体遺伝子のクローニングを試みた。
V1R,V2R の二つの鋤鼻受容体ファミリーの内、V1R は魚類には見られ
ず、おそらく空気中の揮発性分子を受容していると推測されている(Del
Punta et al.,2002 b, Boschat et al., 2002)、一方の V2Rは水溶性の
分子を認識すると考えられている(Speca et al., 1999, Hansen et al.,
2003, Kimoto et al, 2005)。このことから水溶性ペプチドのソデフリ
ンの受容体候補として V2Rにまず着目した。
アカハライモリの鋤鼻受容体相同遺伝子配列のクローニングは、発現量
の低い受容体も逃さずに多くの多重遺伝子をクローニングできるように、
アカハライモリのゲノム DNA を鋳型に、他の脊椎動物の V2R のゲノム
配列情報からイントロン配列を含まない部分配列を増幅するように設計
した特異プライマーを用いて PCR 法によってアカハライモリの鋤鼻受容
体の相同配列を得た。
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 材料と方法
 動物
　雌のアカハライモリの成体は Aquatic Animal Supply(埼玉県三郷市)
より購入、もしくは新潟県で採集した。室温 22˚C、12L:12D の光条件
下で飼育し、餌としてユスリカ(Chironomus yoshimatsui)の幼生(アカ
ムシ)を与えた。本実験は早稲田大学動物実験運営委員会の承認を受けた。
 ゲノムの抽出と PCRによる V2R相同配列の増幅
　QIAGEN genomic-tip(QIAGEN)にて 0.65 µg/µl のゲノム DNA を抽
出した。このゲノム DNA を鋳型に、イントロンを含まない V2R の膜貫
通ドメインの部分配列を増幅するよう設計したプライマーを用いて、以
下の組成で PCR 反応を行い、アカハライモリ V2R 相同配列をコードす
る部分長 cDNAの増幅を行った。
PCR反応液
 650 ng template DNA
 0.8 mM dNTP mix
 1 x Ex Taq buffer(TaKaRa Bio)
 25 pmol V2R specific sense primer
      (5'- CTGCTCCYTKYTCTTCATYGG-3')
 25 pmol V2R specific antisense primer
      (5'- MAGAAKATSAGCATGCTGAAGGTG-3')
 2 U TaKaRa Ex Taq polymerase
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 PCR 増幅断片の配列解析
　PCR 反応液を 1.5%アガロースゲルで泳動後、増幅断片は FreezeN'
squeeze (BIO-RAD) mini column にて精製し、pT7blue-T プラスミド
ベクター(Novagen)に挿入して JM109 コンピテントセルを形質転換さ
せた。大腸菌によって増幅した目的のＤＮＡ断片を含んだプラスミドを
精製後、塩基配列の解析を行った。塩基配列解析は ABI PRISM 3100-
Avant Genetic Analyzer(Applied Biosystems)を用いた。
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 実験結果
　アカハライモリのゲノム DNA を鋳型にして他の脊椎動物で得られて
いる V2R の遺伝子情報からイントロンを含まぬように作成した V2R 特
異プライマーを用いて PCR をして得た増幅断片の塩基配列を解析した結
果、V2R と相同な７つのサブグループを形成する遺伝子群がクローニン
グされた（図 7-1）。これらの配列は Hagino-Yamagishi ら(2004)がク
ローニングしたアフリカツメガエル(Xenopus laevis)の V2R の 6 つの
サブグループ(Group A, B, C, D, E, F)および、近縁種 X. tropicalis のゲ
ノムデータベースを in silico screening した結果新しく得た 3つのサブ
グループ（Group G, H, I）の他に、イモリで初めて得られたサブブルー
プ(Group J)から構成される多重遺伝子であった。
これらの V2R 相同配列はゲノム DNA を鋳型にした PCR によって得た
もので、偽遺伝子を含んでいると考えられるが、今後は in situ
hybridization 法を用いて、サブグループごとの V2R mRNA の発現局在
が哺乳動物と同じく鋤鼻(イモリでは側鼻腔)上皮の基底側を中心として
見られるかを調べ、またどのGタンパク質と共存をしているかを調べる。
さらに、魚類では見つかっていない V1Rが両生類で存在するかを確認し、
有尾両生類のフェロモン受容器の構造と受容機構を理解したいと考えて
いる。
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図 7-1 アカハライモリのゲノム DNA からクローニングした V2R
相同遺伝子配列の分子系統樹
系統樹は配列解析フリーウェアClustal X により作製。
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 雌イモリの卵管に存在する雄誘引活性物質の同定
　これまで脊椎動物で発見されたペプチド性フェロモン、すなわちアカ
ハライモリの性フェロモンであるソデフリン(Kikuyama et al., 1995)や、
本研究で存在を明らかにした奈良産イモリに特異的なソデフリンヴァリ
アントフェロモンのアオニリン、シリケンイモリのソデフリンに相同な
性フェロモンであるシリフリン(Yamamoto et al., 2000)、北米産の陸
棲サンショウウオの性フェロモン PRF(Rollmann et al., 1999)、無尾両
生類ではアオガエルの仲間で見つかったスプレンディフェリン(Wabnitz
et al., 1999; 2000)、マウスの性フェロモンと推定されている
ESP(Kimoto, 2005)はみな雄の外分泌腺で合成され雌に作用する性フェ
ロモンであるが、化学物質を介した個体間コミュニケーションは雄から
雌への一方向性のものではなく、逆に雌から放出され雄に受容される分
子の存在も推測されている。先述の通り、アカハライモリの雌の飼育水
は雄に対して誘引活性を持っており、何らかの化学物質を分泌して雄を
誘引していると考えられている。卵管を除去することにより、飼育水の
異性に対する誘引活性が有意に低くなることから、この雄誘引活性物質
は卵管より分泌されていると示唆されている(Toyoda et al., 1994)。
そこでアカハライモリの雌の卵管に存在する雄誘引活性物質の単離、精
製を試みている。
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 材料と方法
 動物
　雌のアカハライモリの成体は Aquatic Animal Supply(埼玉県三郷市)
より購入、もしくは新潟県で採集した。室温 22˚C、12L:12D の光条件
下で飼育し、餌としてユスリカ(Chironomus yoshimatsui)の幼生(アカ
ムシ)を与えた。本実験は早稲田大学動物実験運営委員会の承認を受けた。
 誘引活性の検定
　雄イモリに対する誘引活性の測定は Toyoda ら(1994)が行った方法に
準じた。まずプラスチック製の直径 37 cm の円筒形の容器に 3,000 ml
の水道水をいれ雄イモリをその中央に直径15 cm のシリンダーに入れ、
置いておく。この容器は３つの領域に画分されその各所に 5.6 x 7.3 x 3.4
cm のスポンジを置いておく。一つのスポンジには 100 ml の水に溶か
した試験物質を含ませ、残りのスポンジには対照として水を含ませてお
く。スポンジを配置してから 30 秒後にイモリをかこっていたシリンジ
を取り除いた。雄イモリの鼻がどの領域にあったかを 10 分間ビデオカ
メラで撮影した。雄イモリの鼻が各領域にあった時間を測定し
Friedman's two-way 検定で統計的に解析した。
 イモリ卵管からの雄誘引活性物質の単離
　千葉県および新潟県で採集したアカハライモリ 300 個体の卵管を性
的に発達した雌からサンプリングした。取り出した卵管は抽出まで-80˚C
で保存し、凍結状態で木槌によって破砕したのちにポリトロンホモジナ
イザー(Micro-tech Nition)を用いて蒸留水中でホモジナイズした。ホモ
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ジェネートは 157,000xg で 4 ˚Cにて 1時間遠心後、上清を凍結乾燥し
た。凍結乾燥した上清成分を 1000 ml の 0.1% トリフルオロ酢酸(TFA)
に溶解後、Sep-Pak C18 簡易逆相カートリッジ(Waters)に流速 0.5
ml/min で 3 度通し、吸着成分を 0.1% TFA 含有の 80%アセトニトリル
(MeCN)にて溶出後に凍結乾燥した。
凍 結 乾 燥 し た Sep-Pak C18 吸 着 成 分 を 15 ml の 0.15 M
NH4HCO3(pH8.0)にて溶解し、1 ml ずつ 15 回、0.15 M　NH4HCO3
で平衡化したゲル濾過カラム(Superose 12HR 10/30, GE Healthcare
Bio-science)にて流速 0.5 ml/min で分離し、相対分子量 5,000 以下の
低分子画分を凍結乾燥して次の精製ステップへ進めた。
　次に凍結乾燥させた低分子画分をそれぞれ 1 ml の 0.1% TFA に溶か
し、逆相カラム(Puresil C18, 4.6 x 150 mm; Waters Co.)を用いた高
速液体クロマトグラフィー(HPLC)により分離した。溶出は MeCN 濃度
を 0%から 80%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、２分間ご
とに分取した溶出画分を凍結乾燥して各画分の雄誘引活性の測定を行い、
活性のある画分をさらに精製した。
　次に雄誘引活性を示した 15 回分の同じ画分同士を合わせて 3 ml の
0.1% TFA にて溶かし、別のフェニル逆相カラム(Inertsil Ph-3, 4.6 x 150
mm, Gas-Liquid Science Co.)によって分離した。溶出は MeCN 濃度
を 0%から 50%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、0.5 分間
ごとに分取した溶出画分を凍結乾燥して各画分の雄誘引活性の測定を行
い、活性のある画分をさらに精製した。
　雄誘引活性を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含む 10% MeCN に
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溶かし、逆相カラム(Nucleosil 120 3C18, 4.6 x 250 mm; Macherey-
Nagel)を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出は
MeCN濃度を 0%から 20%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、
溶出ピークごとに分取した各画分を凍結乾燥して、雄誘引活性の測定を
行い、活性のある単一ピークを得て、それを分析にあてた。
 精製ペプチドの構造解析
　雄誘引活性を指標に精製した単一ピークを示す精製画分中に含まれる
ペプチドのアミノ酸配列をアプロライフサイエンス(徳島県徳島市)に委
託した。
 実験結果
　雌イモリの卵管抽出物中の雄誘引活性物質を単離するために、精製画
分の雄誘引活性を調べながら、４段階のクロマトグラフィーで活性のあ
る画分の精製を行い、雄を誘引する活性を持ち単一ピークを示す画分を
精製した。
現在はこの精製画分中に含まれるペプチドの一次構造を調べている。
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今後の展望
　性的に成熟した雌のイモリの卵管から雄を誘引するペプチドフェロモ
ンの精製を行い、その構造を解析し N 末端側の 3 アミノ酸残基を決定し
た。今後は、得られたペプチドが実際にアカハライモリの性フェロモン
として機能しているかを調べるために、誘引活性の種特異性や雌に対す
る活性の測定を行うとともに、卵管内でのこの物質の局在を調べ、この
ペプチドの合成能の季節変動や各種ホルモンの影響を調べていく。
また、このペプチドの前駆体をコードする遺伝子のクローニングや、こ
の活性物質の受容体の特定なども解決すべき重要な課題となる。
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